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MECANISMOS DE RESISTENCIA DE Parthenium hysterophorus  L.  
A GLIFOSATO, VALLE DEL CAUCA, COLOMBIA 
 
RESUMEN  
 
Parthenium hysterophorus L. (Asteraceae) invasora o falsa marihuana es reconocida desde 
finales de 1970 como maleza muy nociva en Colombia.  Por sus características, 
Roundup® (glifosato 480 LS) fue el herbicida de elección, muchas veces el único.  
Como era de esperarse la intensa presión de selección determinó la evolución de 
biotipos resistentes a las dosis usuales.  En 2004 investigadores de la Universidad 
Nacional de Colombia comprobaron la presencia de biotipos resistentes denominados 
“Rioja”, por su procedencia, y susceptibles denominados “Isla” y calcularon la dosis 
discriminatoria en campo.  Iniciado en 2006, el presente trabajo tuvo como objetivo 
identificar los mecanismos de resistencia a glifosato presentes en P. hysterophorus  y 
permitió calcular en el laboratorio un índice de resistencia de 1,8.   Con glifosato 
radiactivo se pudo concluir que no hay diferencia en absorción y acumulación entre 
biotipos.  La migración hacia parte aérea y raíz y la concentración de glifosato en las 
márgenes de las hojas del biotipo resistente fueron mayores.   En cuanto al 
metabolismo de glifosato, por HPLC- MS no se encontraron diferencias entre ambos  
biotipos, pero la acumulación de shikimato fue estadísticamente superior en el sensible.   
La I50 (concentración que inhibe en 50% la actividad EPSPs) fue 8.4 mayor en el 
biotipo resistente.  Puede concluirse que, aunque moderada, la resistencia a glifosato en 
Parthenium  hysterophorus L. es del tipo “sitio activo (SA)”.  Se comprobó que es posible 
desarrollar un “kit” de detección temprana de biotipos resistentes de P. hysterophorus a 
glifosato y se dan las pautas para hacerlo en un trabajo posterior. 
 
Palabras clave: Falsa marihuana, biotipo resistente, biotipo susceptible, dosis 
discriminatoria, I50, sitio activo (SA), kit detección temprana. 
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GLYPHOSATE RESISTANCE MECHANISMS IN Parthenium hysterophorus  
L, VALLE DEL CAUCA, COLOMBIA 
 
 
ABSTRACT 
 
Parthenium hysterophorus L. (Asteraceae) known as ragweed Parthenium, was recognized 
since the late 1970’s as a very noxious weed in Colombia.  Due to its very nature, 
Roundup® (glyphosate 480 SL) was the herbicide of choice, often the unique.  As 
would be expected, the strong selection pressure determined resistant biotypes 
evolution.  Researchers of the Universidad Nacional de Colombia confirmed in 2004 
the presence of resistant biotypes named "Rioja" and sensitive ones named "Isla" by 
their origin, and calculated the discriminatory dose in the field.  In order to identify 
glyphosate resistance mechanisms in P. hysterophorus this research started in 2006.  
Previous findings were confirmed by methods other than those used in 2004 and the 
resistance index in laboratory was 1.8.   By means of  14 C labeled glyphosate no 
difference in absorption or accumulation between biotypes was found.  Glyphosate 
migration to shoots and roots was higher in the R biotype.  Higher concentration of 
glyphosate in the leave margins of the resistant biotype did occur.  By HPLC- MS 
methods no difference in glyphosate metabolism was detected. Shikimate accumulation 
was statistically higher in the sensitive biotype.  The I50 (concentration able to inhibit 
the activity of EPSPs in 50 %) was 8.4 times higher in the resistant biotype.  It can be 
concluded that, although moderate, resistance to glyphosate in Parthenium hysterophorus is 
of the site of action type (SA).  The development of one kit for early detection of P. 
hysterophorus biotypes is suggested and guidelines for achieving so are forth coming.   
Keywords: Ragweed, resistant biotype, susceptible biotype, discriminatory dose, I50, 
active site (SA), early detection kit. 
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GENERALIDADES 
 
1. 1.  NTRODUCCIÓN 
 
Parthenium hysterophorus L. es reconocida desde finales de la década 1970 como una 
de las malezas más nocivas en amplias áreas del Valle del Cauca, Colombia.  
Afecta diversos ecosistemas entre otros los frutícolas, en los cuales causa graves 
pérdidas directas e indirectas.  Se le conoce como “invasora” por su gran 
capacidad para establecerse y desplazar otras especies y como “falsa marihuana” 
o “marihuano macho” por su aspecto exterior.  Los métodos de trabajo 
tradicionales entre los agricultores de la región, incluidas empresas de tamaño 
grande y grado de tecnificación considerado como alto favorecen, antes que 
detener, la expansión del problema.  En efecto, una intensa mecanización, una 
tendencia general a mantener la máxima “limpieza” de la superficie, el tránsito 
incontrolado de personas, animales y maquinaria entre lotes y entre fincas, el 
suministro de agua de riego sin las precauciones debidas y la fuerte dependencia 
que los agricultores han creado hacia los herbicidas, todos son factores favorables 
a la persistencia y agravamiento de los problemas fitosanitarios, entre ellos los 
causados por la maleza.   
 
Una mirada crítica a los sistemas de control de malezas permite observar serias 
deficiencias en la manera como se utilizan herramientas y aperos mecánicos, así 
como en el uso y la aplicación de los herbicidas.  En este último aspecto, es fácil 
advertir cómo se utilizan aguas de calidad por lo menos dudosa, en cuanto a 
condiciones físicas, químicas y biológicas.  Con frecuencia las aspersiones se 
realizan de manera rutinaria, sin evaluación previa y rigurosa de aspectos básicos 
como los cambios en la composición florística del sitio a tratar, el volumen de 
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mezcla a utilizar por unidad de superficie, la cobertura, el tamaño de las gotas y 
las condiciones climáticas en el momento de la aplicación.   
 
Por lo general quienes administran consideran tiempo perdido el necesario para 
realizar estas mediciones y calibrar los equipos.  Tampoco buscan mejorar la 
eficiencia en las labores o, si lo hacen, parten de criterios equivocados como el de 
creer que el operario más eficiente es el que aplica el mayor número de tanques 
en la jornada de trabajo.  O el de que la empresa agrícola se favorece en lo 
económico cuando contrata las labores al destajo en vez de realizarlas con 
personal de su propia administración.  Estas tendencias, dominantes desde 
cuando se estableció la agricultura, tienen aun plena vigencia en el medio agrícola 
colombiano.  Han resistido los innumerables esfuerzos de entidades y 
profesionales de Investigación, de Extensión, de Asistencia Técnica y de 
Promoción Técnica por parte de la Industria.   
 
No es difícil prever las pobres consecuencias de tal situación que,  en el corto 
plazo, se manifiestan como sobrecostos por resultados deficientes, repetición de 
tratamientos e incremento de las dosis.  Este es, por supuesto, el camino más 
corto hacia la evolución de resistencia y el agravamiento de la situación.  En el 
largo plazo, se sienten cuando la  ruina económica y ecológica es inevitable y el 
abandono de la actividad llega a volverse imperativo. 
 
Por sus condiciones de eficacia, amplio espectro de acción, baja toxicidad hacia 
las personas en general, bajo impacto ambiental, versatilidad, no selectividad  y 
disponibilidad en el mercado, glifosato es el herbicida más usado en Colombia y 
el mundo.   Con la marca registrada Roundup® se comercializa desde 1975 en 
Colombia donde se dio a conocer por su eficacia excepcional contra la maleza 
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“coquito” Cyperus rotundus, una de las peores del mundo, causante de graves 
pérdidas en cultivos semestrales, en especial algodón, maíz, soya, sorgo y arroz.  
En este último, glifosato es una de las mejores herramientas para dominar al 
arroz rojo, maleza capaz de ocasionar la pérdida total del cultivo y la inutilización 
de los terrenos.   
 
En la medida en que creció la confianza de los agricultores en este herbicida, se 
amplió y diversificó su uso en cultivos perennes, incluido el café, a pesar de las 
reservas  de los investigadores de la Federación de cultivadores para 
recomendarlo.  Tal  actitud se basaba en el conocimiento de las enormes pérdidas 
de suelo que ocurren por erosión cuando las plantaciones de ladera se mantienen 
“limpias”,  tendencia entonces y ahora muy frecuente entre los agricultores.   
 
En las áreas frutícolas del Valle del Río Cauca Roundup® se constituyó en el 
herbicida de elección, muchas veces el único.  Era de esperarse entonces que la 
intensa presión de selección determinara con el tiempo la evolución de biotipos 
resistentes a las dosis usuales del herbicida.  A partir de 2000 aumentó la 
frecuencia de los reclamos por insatisfacción con los resultados de los 
tratamientos.   La experimentación realizada en La Universidad Nacional de 
Colombia permitió confirmar, en 2004, la ocurrencia de biotipos de P. 
hysterophorus resistentes a glifosato en cultivos de frutales representativos de la 
región.  El presente trabajo busca dar claridad en cuanto a los mecanismos que 
utiliza el biotipo “Rioja” para comportarse como resistente al herbicida, en 
comparación con el biotipo susceptible “Isla”.  Se busca hacer un aporte al 
avance de la investigación en procura de soluciones al difícil problema de la 
resistencia de las malezas a los herbicidas, glifosato, en este caso. 
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1.2. PLAN GENERAL  
 
La presente investigación parte de las siguientes hipótesis:  
a) El biotipo de Parthenium hysterophorus  resistente a glifosato modifica los 
mecanismos de acción herbicida del ingrediente, a saber: absorción, translocación 
y metabolización. 
 
b) La resistencia de Parthenium hysterophorus a glifosato ocurre en el sitio de acción 
(SA), con acumulación de ácido shikimico e inhibición de la enzima EPSPs. 
 
El propósito de este trabajo fue comprobar si en el biotipo resistente de 
Parthenium hysterophorus L. a glifosato se modifican los mecanismos de acción del 
herbicida. 
 
Los objetivos específicos se desarrollaron a partir de seis capítulos como se 
describe a continuación: 
 
El capítulo 1 proporciona una breve discusión sobre el problema y las causas por 
la cuales se presenta resistencia de la maleza Parthenium hysterophorus L. a glifosato. 
En el capítulo 2 se presenta una actualización de los conceptos vigentes sobre la 
evolución, en las especies maleza, de biotipos resistentes a los herbicidas.   Se 
revisan los factores que favorecen la ocurrencia de ese fenómeno, las clases de 
resistencia reconocidas hasta el presente y se hace un resumen de la historia de las 
especies que han evolucionado biotipos resistentes y los herbicidas involucrados.  
Se presenta además la especie Parthenium hysterophorus, objeto de este estudio, serio 
problema para la agricultura en diversos países, Colombia en especial.  Se hace un 
corto recorrido por la historia del herbicida glifosato, sus propiedades más 
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sobresalientes, las razones por las cuales es el herbicida de mayor consumo en el 
mundo y en Colombia.  Su modo de acción en las plantas, su absorción, su 
metabolismo, la evolución de biotipos resistentes en diversas partes del mundo y 
en Colombia y los mecanismos de resistencia detectados hasta el presente. 
 
La comprobación experimental detallada de lo hallado en investigaciones 
anteriores en cuanto a la aparición de  resistencia de la maleza al herbicida 
glifosato en la Región Norte del Valle del Cauca, Colombia se presenta en el 
capítulo 3.  Para ello se trabajó con dos métodos diferentes a los ya utilizados por 
Alonso (2004) y Rosario (2005), con el fin de establecer bioensayos rápidos que 
permitieran proponer el uso de un kit de detección temprana en el campo. 
 
Comprobado el comportamiento diferencial de  los dos biotipos de la maleza  
frente al glifosato, uno sensible y otro resistente, se avanzó en la comparación 
experimental entre ambos, en cuanto a grados de absorción, translocación y 
metabolización de glifosato en las plantas,  aspectos cubiertos en el capítulo 4. 
 
Los métodos empleados para cuantificar los niveles de ácido shikímico y de 
EPSPs  en ambos biotipos de P. hysterophorus y su relación  con la susceptibilidad 
o resistencia al herbicida se presentan en el capítulo 5. 
  
En el capítulo 6 se discute y resume el trabajo y se presentan propuestas para 
avanzar en el tema.  Se confirma que la absorción, la translocación y  el 
metabolismo de glifosato no son los mecanismos involucrados en la resistencia 
de Parthenium hysterophorus L. al herbicida glifosato.  Se concluye que en P. 
hysterophorus la resistencia a glifosato ocurre en el sitio de acción (SA). 
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RESISTENCIA DE LA MALEZA A LOS HERBICIDAS: CASO  
GLIFOSATO 
 
2.1.  GENERALIDADES  
 
La Sociedad Americana de la Ciencia de las Malezas (WSSA) (Heap, 1997) 
describe resistencia como la “habilidad heredable de una planta para sobrevivir y 
reproducirse después de haber sido tratada con un herbicida en dosis letales para 
el biotipo original o silvestre”.  Para otros autores, es la capacidad natural y 
heredable de algunos biotipos de una especie de maleza para escapar al efecto del 
tratamiento con un herbicida.  Para Chaudhry (2008), la resistencia a un herbicida 
ocurre cuando éste es incapaz de controlar de manera efectiva una especie de 
maleza que antes controlaba y se detecta cuando, dentro de una especie de 
maleza, aumenta la cantidad de biotipos resistentes, mientras los susceptibles 
disminuyen al ser controlados por el herbicida.   El Comité de Acción contra la 
Resistencia a los Herbicidas  (HRAC) define la resistencia como “la capacidad 
adquirida por evolución, de una población antes susceptible a un herbicida, de 
sobrevivir a la aplicación del mismo en dosis normal, y completar su ciclo de 
vida”  (Heap y Lebaron, 2001).   
 
Sin embargo, no todas las plantas resistentes a herbicidas son malezas, pues existe 
la selectividad de muchos ingredientes a diferentes cultivos así como algunos de 
estos con resistencia transferida en laboratorio.  La resistencia es una 
característica heredable: pasa de una generación a la siguiente y puede ocurrir 
naturalmente o ser inducida bien por técnicas de ingeniería genética o selección 
de variantes producidas por mutagénesis en cultivos de tejidos (Heap, 2005 a).   
La evolución de resistencia tiene como condición necesaria una fuerte presión de 
selección impuesta por el agroquímico sobre la población de la maleza (Valverde, 
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1996).  La presión de selección aumenta con el uso repetido y creciente del  
herbicida y conlleva a la proliferación de biotipos resistentes.  En los países 
industrializados cuya agricultura depende en gran escala de los herbicidas, son 
mucho más frecuentes los casos de resistencia.  Los Estados Unidos de América 
y Australia encabezan la lista, con 122 y 51 especies, respectivamente,  con 
biotipos de malezas resistentes a herbicidas (Chaudhry, 2008).   
 
Los primeros casos documentados de resistencia de las malezas a los herbicidas 
datan de los años 1950, en tanto que en su último informe (2009) el “Herbicide 
Resistance Action Committee” HRAC contabiliza 189 especies (113 
dicotiledóneas, 76 monocotiledóneas) con 332 biotipos resistentes, presentes en 
más de 300 mil campos agrícolas alrededor del mundo.  
 
Heap y Lebaron (2001) citan a Ryan en 1968 como el primero en informar un 
caso de resistencia, el de Senecio vulgaris al herbicida simazina.  Desde entonces el 
número de casos aumenta año tras año.  Hacia 1990 se conocían 99 especies con 
biotipos resistentes a numerosos herbicidas (Retzinger et al., 1997), entre los 
cuales, poco más de la mitad eran resistentes a triazinas.  En 1991 Garro y 
colaboradores  (Valverde, 1996) documentaron las primeras poblaciones de 
Echinochloa colona  resistentes a propanil en el Pacífico Central de Costa Rica en 
campos cultivados con arroz por más de 15 años.  Hacia 1995 Garita y 
colaboradores   (Valverde, 1996) determinaron que la resistencia de E. colona a 
propanil es generalizada en América Central con poblaciones que exhiben 
diversos niveles de resistencia que pueden llegar a superar 70 veces la dosis 
necesaria para causar fitotoxicidad en plantas susceptibles.  También se ha 
diagnosticado resistencia de E. crus-galli a propanil en Grecia (Giannopolitis y 
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Vassiliou, 1989), Arkansas, EE.UU. (Smith et al., 1992) y España (De Prado, 
1995). 
 
En 1997 se habían identificado 183 biotipos resistentes a herbicidas en más de 42 
países.  Unas sesenta especies de malezas con biotipos resistentes a triazinas 
representaban, ese año, un tercio de los casos de resistencia informados.  Treinta 
y tres especies de malezas habían evolucionado biotipos resistentes a herbicidas 
inhibidores de la ALs en 11 países y trece especies a inhibidores de la ACCasa en 
igual número de países.  (Heap, 2006).   
 
En 2002 el mencionado HRAC había centralizado información acerca de 254 
biotipos resistentes a varios herbicidas en 155 especies: 93 dicotiledóneas y 62 
monocotiledóneas (Tharayil-Santhakumar, 2003). 
 
En 2004 se había confirmado resistencia en 291 biotipos de 174 especies de 
malezas: 104 dicotiledóneas y 70 monocotiledóneas.  Ese mismo año se sabía de 
la existencia, en América del Sur, de 26 especies de malezas con biotipos 
resistentes a herbicidas, así: 13 en Brasil,  5 en Chile, 3 en Colombia, 2 en Bolivia, 
1 en Ecuador, 1 en Argentina y 1 en Venezuela (Rosario, 2005).   El número de 
casos de resistencia de malezas a herbicidas aumenta día a día.  Así, en 2005 se 
informó de 18 nuevos biotipos resistentes en 9 especies de malezas: 6 
dicotiledóneas y 3 monocotiledóneas (Heap, 2006).  En Centro América, 
Colombia y Venezuela, Valverde (2007) informa de 21 especies de malezas 
gramíneas en cultivos de arroz, soya, trigo y huertos con biotipos resistentes a los 
herbicidas propanil, quinclorac, imazapir  e inhibidores de la ACCasa. 
El informe más reciente de Heap (2009) contiene los siguientes datos: 332 
biotipos resistentes de 189 especies, 113 dicotiledóneas y 76 monocotiledóneas.  
 24 
En Colombia se sabe de biotipos de Echinochloa colona resistentes a propanil 
(Fisher, 1996, 2008; Valverde, 1996), Murdania nodiflora a sulfonilúreas, Ischaemum 
rugosum a inhibidores de la ACCasa (Ramírez, 2003, Heap, 2005 b), Parthenium 
hysterophorus a glifosato (Alonso,  2004; Rosario, 2005), y los más recientes: Conyza 
bonariensis y Eleusine indica a glifosato (Menza y Salazar, 2006 a y b). 
 
Esta alarmante realidad lo es aun más si se considera que la evolución de 
resistencia a algunos de los ingredientes más nuevos ha ocurrido en pocos años, 
con aparición de resistencia cruzada.  Así, por causa de la resistencia, el control 
químico de Phalaris minor cayó de un 78% a un 27% en un período de tres años.  
Poblaciones de esta especie resistentes a isoproturon desarrollaron además 
resistencia a diclofopmetil en sólo dos años y la desarrollan a ingredientes que se 
usan como alternativa, tales como clodinofop y sulfosulfuron (Tharayil-
Santhakumar, 2003).  Este es un llamado de alerta respecto a que el uso alterno 
de herbicidas diferentes no constituye, por sí solo, una solución a tan grave 
problema: debe integrarse con otras medidas adecuadas a cada circunstancia.  
 
2.2.  EVOLUCIÓN DE LA RESISTENCIA A LOS HERBICIDAS 
 
La resistencia no se debe a mutaciones ocasionadas por acción de los herbicidas, 
sino que se presenta por selección de variantes tolerantes preexistentes dentro de 
una  población.  No son los individuos los que cambian para volverse resistentes, 
sino las poblaciones.  Éstas, en efecto, tienen gran variabilidad genética a pesar de 
su aparente homogeneidad morfológica.  Y entre esas variantes, algunas van 
desde la habilidad para resistir a ciertos herbicidas, hasta su inmunidad a los 
mismos (Simarmata et al., 2005).    
 25 
 La frecuencia de tales variantes en una población normal puede ser tan baja 
como de una en un billón.  Pero si un herbicida se aplica a dicha población y a 
sus progenies en forma sucesiva y repetida, los biotipos susceptibles empiezan a 
desaparecer y los resistentes, por lo general menos competitivos, a proliferar 
hasta que la población queda conformada en su mayoría por biotipos resistentes.  
Puesto que la morfología de unos y otros no varía en forma perceptible, se llega a 
la conclusión de que el herbicida perdió su eficacia o de que la maleza se volvió 
resistente (Gressel, 2002). 
 
2.3. FACTORES QUE FAVORECEN LA EVOLUCIÓN DE 
RESISTENCIA A LOS HERBICIDAS 
 
2.3.1. Factores relativos a las malezas.   
Una alta frecuencia inicial de individuos resistentes en la población, determinará 
una rápida aparición de resistencia.  Del mismo modo, las especies de malezas de 
rápida germinación, evolucionan resistencia con mayor rapidez que las especies 
con semillas latentes.   
 
De otra parte, las especies capaces de formar mayores reservas en el banco de 
semillas,  disponen de mayor número de ellas provenientes de plantas no 
expuestas al herbicida para conformar las nuevas poblaciones en el campo.   
Pueden así retardar la evolución de biotipos resistentes.  
 
La hipersensibilidad de una especie a un herbicida determina una mayor presión 
de selección y por ello una rápida evolución de biotipos resistentes (Fisher, 1996) 
igual que una alta frecuencia de genes de resistencia en una población (Chaudhry, 
2008).  El hábito de crecimiento de las plantas es otro de los factores que 
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influyen en la velocidad de aparición de la resistencia.  Así, las especies que 
presentan varias generaciones en una misma estación y las de crecimiento anual 
tienen más posibilidades de evolucionar resistencia que las perennes.  
 
 2.3.2. Factores relativos a los herbicidas. 
 El uso continuo de un solo herbicida o de herbicidas con igual modo de acción, 
incrementa la presión de selección y acelera la evolución de resistencia. Los 
herbicidas de acción residual prolongada suprimen los biotipos susceptibles por 
períodos más largos y, por ello, favorecen la evolución de resistencia, igual que 
los herbicidas de modo de acción muy específico (Fisher, 1996; Davis et al., 
2007). 
 
2.3.3. Factores relativos al manejo:  Hábitos de los agricultores como el 
monocultivo, el uso de un solo herbicida o de ingredientes con igual modo de 
acción, el abuso en las dosis y  el exceso de labranza, falta de manejo integrado de 
malezas entre otros, son factores a considerar en la aparición de la resistencia 
(Chaudhry, 2008). 
 
2.4.  MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS HERBICIDAS 
 
Un mejor entendimiento de los mecanismos de resistencia a los herbicidas es de 
gran utilidad, pues permite desarrollar nuevos métodos de lucha contra las 
malezas resistentes y transferir, una vez identificados, genes de resistencia a los 
cultivos como maiz GR (cultivos resistentes a glifosato), algodón y soya y el arroz 
resistente a glufosinato de amonio (Beckie et al., 2000).  Los mecanismos de 
resistencia pueden clasificarse en dos grandes grupos: 
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2.4.1. Resistencia por exclusión de la molécula del herbicida al sitio de 
acción, o resistencia NoSA: sitio de acción no involucrado. 
Ocurre de diferentes maneras: (a) Por absorción diferencial del herbicida: algunos 
biotipos resistentes no absorben el herbicida debido a variaciones morfológicas, 
en especial; sobreproducción de ceras, disminución del área foliar, presencia de 
pubescencia y ángulo de inserción foliar más agudo (Fisher, 1996; Simarmata et al.  
2005).   (b) Por translocación diferencial del herbicida: en biotipos resistentes, se 
reduce el transporte por vía apoplástica (pared celular y xilema) o simplástica 
(plasmalema y floema), debido a diferentes modificaciones (Simarmata et al. 
2003). (c) Compartimentalización: en este el caso el herbicida es secuestrado en 
uno o varios compartimientos celulares donde es inocuo (Bright, 1992) y no 
puede llegar al sitio de acción.  Así, algunos herbicidas lipofílicos pueden, por 
partición, quedar inmóviles dentro de estructuras glandulares ricas en lípidos o en 
cuerpos grasos (Tharayil-Santhakumar,   2003).  (d) Detoxificación o inactivación 
metabólica: la planta metaboliza el herbicida a compuestos no tóxicos con 
rapidez suficiente para evadir su acción.  La detoxificación metabólica puede 
agruparse en cuatro categorías principales: hidrólisis, oxidación, reducción y 
conjugación (Barry et al., 1992). 
 
Se conocen tres sistemas enzimáticos involucrados en la resistencia por aumento 
de la detoxificación: a. La actividad incrementada de la glutatión-s-transferasa en 
la detoxificación de biotipos resistentes de Abutilon teophrasti a atrazina (Gray et 
al., 1996).   b. La mayor actividad de la enzima aril-acilamidasa en los biotipos de 
E. colona resistentes a propanil (Leah et al.., 1994, Carey et al., 1997) y   c. El 
aumento  del metabolismo de los herbicidas inhibidores de la acetilcoenzima A 
carboxilasa (ACCAs), la acetolactato sintasa (ALs) y el fotosistema II (PSII) en 
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buen número de malezas gramíneas, o las debidas a la acción de la citocromo 
P450 monoxidasa (Gressel, 2002). 
 
2.4.2. Resistencia en el sitio de acción o resistencia SA, sitio de acción 
involucrado (Fisher, 1996): ocurre: a. Por alteraciones del sitio de acción y  b. 
Por sobreproducción del mismo.  Un ejemplo del primer caso es el de biotipos 
de Lactuca sativa resistentes a sulfonilúreas cuyo sitio de acción, la enzima ALS, se 
modifica de tal modo que el herbicida no puede ligársele para inactivarla.  En el 
segundo caso el efecto del herbicida aplicado en dosis normales se diluye y no 
alcanza a inactivar toda la enzima producida.  De otra parte, también el sitio de 
acción puede haber sido removido (Barry et al., 1992).  
 
El conocimiento del sitio de acción de los herbicidas ayuda en la identificación de 
casos de resistencia.  La tabla 2.1,  presenta un resumen de los principales sitios 
de acción de los herbicidas (Devine y Preston, 2000). 
 
2.5.   Parthenium hysterophorus L. 
 
Especie dicotiledónea anual perteneciente a la familia Asteraceae (Compositae), 
originaria de la India, presente en países de Norte, Centro y Sur América, así 
como en Europa, Asia, África y Australia (Samunder et al., 2004).  En Colombia 
se habló de ella por primera vez en 1976 y se considera que fue introducida de los 
Estados Unidos en semillas de pastos en 1956, como especie utilizada para 
alimentación del ganado alimentación de ganado (Navie et al., 1996).   Se 
encontró en la zona agrícola del Norte del Valle del Cauca, en Cali y en fincas 
cafeteras del Municipio de El Darién (Cayón y De la Cruz, 1980). 
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Tabla 2.1. Principales sitios de acción de los herbicidas (Devine y Preston, 2000). 
Sitio de acción Proceso inhibido Grupo químico 
representativo 
Proteína QB 
Transporte de electrones en la 
fotosíntesis (PS) s-triazinas, fenilúreas, uracilos 
Aceptor de electrones 
en el FSI Transporte de e
- en la PS bipiridilos 
Desaturasa fitoheme Biosíntesis de carotenoides Varios 
Fotoporfirinógeno 
oxidasa Biosíntesis de porfirinas nitrofenil éteres, oxadiazon 
Acetolactato sintasa Biosíntesis de aminoácidos racémicos 
Sulfonilúreas, imidazolinonas, 
triazolpirimidinas 
Enol-piruvilshikimato 
3-fosfato sintasa 
Biosíntesis de aminoácidos 
aromáticos glifosato 
Glutamino sintasa Biosíntesis de glutamina glufosinato 
Acetil-CoA-carboxilasa Biosíntesis de ácidos grasos ciclohexanodionas, ariloxifenoxi propionatos 
 -  tubulina División celular dinitroanilinas, carbamatos 
 
Es una planta anual que reduce  el rendimiento de  cultivos como granos, tomate 
y frijol hasta en un 40% y de los forrajes hasta en un 90% (Samunder et al., 2004; 
Ramaswami, 1997).  De fácil distribución en especial por el viento, debido al 
papus y tamaño pequeño de su semilla, se ha dispersado rápidamente y en la 
India invade millones de hectáreas. (Ramaswami, 1997). 
 
Crece  hasta 2 m, sus hojas son alternas, pubescentes, profundamente hendidas.  
Se reproduce por semillas, con inflorescencias ramificadas formadas por 
cabezuelas florales blancas.  Los frutos son aquenios negros, ovoides y suaves.  
Produce de 15 a 34 millones de semillas ha-1, germina en varios ambientes, 
encontrándose tanto en áreas secas como en áreas cercanas a los canales, por lo 
que su semilla también puede dispersarse con el riego a áreas cultivadas y sus 
semillas no poseen latencia, (Haseler, 1976; Tamado et al., 2002 y 2004.; 
Ramaswami, 1997)   En algunas localidades de Australia se encontraron  bancos 
de semillas muy abundantes y persistentes de P. hysterophorus,  con infestaciones 
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desde 3282 hasta  44639 semillas viables por metro cuadrado y entre 47 y 87% 
del total de las especies presentes, con pérdida real de biodiversidad en esos 
ecosistemas (Paudel y Gupta, 2008); Navie et al., 2004).   Asimismo las semillas de 
P. hysterophorus fueron las que emergieron con mayor rapidez, que otras especies 
de malezas en el mismo campo, factores que contribuyen a la alta agresividad de 
esta maleza en áreas semiáridas dedicadas a la producción de forrajes y a su alto 
impacto ecológico sobre esas comunidades (Navie et al.,  2004).  Shabbir y  Bajwa  
(2006)  reportan problemas ecológicos similares en Islamabad. 
 
Crece en un amplio rango de temperatura y humedad ambiental, pero requiere 
muy buena humedad para su germinación (Tamado et al., 2002, 2004).  Su semilla 
es fotoblástica y permanece viable por más de dos años enterrada en el  suelo 
(Navie et al., 1998, Tamado et al., 2002).  Desde el punto de vista fisiológico, 
presenta dos mecanismos fotosintéticos: C3 en la parte superior y C4 en la parte 
inferior (Samunder et al.,  2004), posee además, una alta capacidad regenerativa 
(Dhawan y Dhawan  1996), aspectos que constituyen a P. hysterophorus en una 
maleza agresiva y prolífica tanto en cultivos, como en áreas no cultivadas, pastos 
y cualquier otro espacio en donde se pueda establecer. 
 
Por su efecto sobre la salud humana ocasionando dermatitis y otras reacciones 
alérgicas (Khosla y Sobti 1979; Kumar. et al, 2004; O’Donnell y Adkins, 2005) y 
por su actividad  alelopática sobre otras plantas, es considerada una maleza 
nociva, asi como su efecto sobre  los animales ya que es responsable de la 
enfermedad de la leche en el ganado que la consume (Adkins y Sowerby  1996; 
Singh et al. 2005; Ramaswami, 1997). 
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2.6.  EL GLIFOSATO 
 
Descubierto en el año 1970 el herbicida  glifosato, perteneciente al grupo 
químico de las glicinas sustituidas, clasificado como no selectivo y de acción 
sistémica, inició su comercialización como sal isopropilamina en 1974.  Tiene un 
amplio espectro de acción que posibilita un excelente control de arvenses 
dicotiledóneas y monocotiledóneas,  tanto anuales como perennes.  El glifosato 
es aniónico a niveles de pH fisiológicos, como sal es activa con varios cationes; es 
el herbicida más usado en el mundo (Baylis, 2000).    En Colombia hay 
controversia por su uso para erradicar cultivos ilícitos en  aplicaciones masivas a 
dosis altas y en vuelos de mayor altura en ambientes naturales de gran fragilidad. 
 
Su uso ha aumentado en los últimos años debido a la siembra de cultivos 
tolerantes a este herbicida (Koger, 2004).  Se emplea también como desecante en 
sorgo, madurante de caña de azúcar, en sistemas de cero labranza y para 
renovación de praderas.  Con fines no agrícolas, se  usa para limpieza de zonas 
industriales, de estacionamiento y de almacenamiento, así como de vías férreas y 
carreteras, oleoductos, aeropuertos, parques, canchas deportivas, cercas, canales, 
acequias, y en jardinería (Franz et al., 1997). 
 
La formulación de glifosato más conocida es la sal isopropilamina con tres 
componentes básicos: el ingrediente activo, un agente tensoactivo y agua. (Giesy 
et al., 2000) existen muchas formulaciones genéricas pero  la principal marca 
comercial es Roundup®, de Monsanto Co.  
 
Es uno de los herbicidas menos tóxicos a los animales con una LD50 para ratas, 
mayor de 5 g  kg-1.  Entre diferentes formulaciones las sales catiónicas son más 
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tóxicas que las aniónicas.  Cuando se usa de acuerdo con las indicaciones puede 
ser seguro a la salud humana (Williams et al, 2000). 
 
2.6.1. Modo de acción y metabolismo de glifosato.   
El modo de acción del glifosato es único: inhibe la acción de la enzima EPSP-
sintasa que se localiza en el cloroplasto (Barry,1992; Duke y Powles, 2008) y es 
clave en la ruta del shikimato hacia la biosíntesis de fenilalanina y, a partir de ella, 
de proteínas, otros aminoácidos aromáticos, fenilpropanoides, fitoalexinas, 
lignina y otros (Gressel, 2002).  El shikimato es intermediario central en la ruta 
común de biosíntesis de los aminoácidos aromáticos, triptofano, fenilalanina y 
tirosina a partir de corismato.  Esta ruta se inicia en la condensación de 
fosfoenolpiruvato y eritrosa-4-fosfato. 
 
Aunque muchos investigadores creen que esta sola acción no alcanza a explicar 
todo el poder fitotóxico de glifosato (Purdue, 1984), debe considerarse que a 
partir de los aminoácidos aromáticos las plantas superiores sintetizan un gran 
número de metabolitos secundarios.  Éstos son principalmente: pigmentos como 
las antocianinas.  O fitoalexinas y alcaloides que las plantas usan para defenderse 
de microorganismos e insectos.  Y el segundo compuesto natural más abundante 
en el planeta, la lignina.   Ésta actúa como pegante de las fibras de celulosa, 
proporciona a las plantas la firmeza necesaria para permanecer erguidos y 
participa en la reparación de daños y heridas.  Todos estos compuestos proceden 
del corismato por tres rutas cortas.  El flujo de C en la ruta del shikimato se 
regula por la acción moduladora de la primera enzima, la 3-deoxi-D-arabino-
heptulosanato-7-fosfato sintasa (DAHPs)  (Herrmann y  Weaver, 1999). 
 
La vía del shikimato enlaza el metabolismo de los carbohidratos con la biosíntesis 
 33 
de compuestos aromáticos.  En una secuencia de siete pasos metabólicos, el 
fosfoenolpiruvato y la eritrosa- 4- fosfato se convierten en corismato, precursor 
de los aminoácidos aromáticos y de muchos metabolitos aromáticos secundarios.  
Todos los intermediarios en esta ruta pueden también considerarse puntos de 
ramificación, posibles sustratos para otras rutas metabólicas.  La ruta del 
shikimato es exclusiva de las plantas y algunos microorganismos: no ocurre en 
animales.  Todas las enzimas de esta ruta se han obtenido en forma pura de 
fuentes procarióticas y eucarióticas y su ADN respectivo se ha caracterizado a 
partir de varios organismos (Hess, 1984; Klaus et al., 1992) 
 
En plantas superiores los plastidios parecen ser el sitio exclusivo para la 
biosíntesis de corismato y no se han identificado en ellas inhibidores fisiológicos, 
por lo que se considera que la regulación de la ruta ocurre sólo en el nivel 
genético.   En microorganismos, la ruta del shikimato se regula por inhibición 
previa y por represión de la primera enzima.  Esta distinción se manifiesta en la 
inusual y gran diferencia entre las estructuras de las respectivas primeras enzimas.   
La penúltima enzima de la ruta es el único objetivo del herbicida glifosato 
(Herrmann y Weaver, 1999). 
 
Además del anterior, se han reconocido otros dos sitios de acción de glifosato 
(Barry, et al., 1992): la glutamino sintasa (Gs) y la acetohidroxiácido sintasa 
(AHAs), así como dos vías metabólicas: la vía de la C-liasa y la de la sarcosina 
comprobada hasta el presente sólo en microorganismos. 
 
2.6.2. Toma y translocación del herbicida.   
El glifosato se absorbe con rapidez a través de la superficie de las hojas. Su toma 
varía entre especies,  situación que permite hacer diferencias en susceptibilidad al 
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herbicida.  Se transporta por difusión a través de la cutícula de la planta y sus 
propiedades fisicoquímicas lo hacen capaz de  translocarse de la hoja vía floema a 
los mismos tejidos que son sumideros metabólicos de la sacarosa.  Una de las 
propiedades más importantes del glifosato es su acción sistémica, lo que le 
confiere considerable movilidad dentro de la planta.  En general se considera que 
el patrón de movilidad del glifosato es similar al de translocación de los 
fotoasimilados hacia los tejidos de reserva Arnaud et al, (1994),  Bromilow y 
Chamberlain (2000);  Grangeot et al. (2006).   
 
Está ampliamente documentado que el glifosato posee una rápida translocación y 
que de ésta depende su efectividad.  Por lo tanto, es posible  que cambios en el 
patrón de translocación ocasionen resistencia en las plantas. Tal es el caso de la 
primera población de Lolium rigidum resistente que apareció en Australia (Powles 
et al., 1998; Pratley et al., 1999; Duke y Powles, 2008), donde mediante extensivos 
estudios con la población NLR70, se demostró que la resistencia no era debida a 
EPSPs resistente o a degradación del glifosato (Lorraine-Colwill et al., 2003).  No 
hubo diferencia en la absorción de glifosato por las hojas entre poblaciones 
resistentes y susceptibles pero los patrones de translocación fueron diferentes.  
Aplicado a plantas susceptibles el glifosato tendió a acumularse en la parte 
inferior de las mismas y a moverse menos hacia las raíces.  Por el contrario, en las 
plantas resistentes el glifosato se acumuló en la punta de las hojas tratadas con 
poca translocación hacia las raíces. (Lorraine-Colwill et al., 2003).  Estudios 
similares en Australia demostraron lo mismo (Wakelin et al, 2004).  El ácido 
shikímico se acumuló en las plantas tanto susceptibles como resistentes pero en 
éstas disminuyó con mayor rapidez lo cual puede explicarse por una inhibición 
transitoria de la EPSPs. 
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Aun cuando existen 44 poblaciones de Lolium identificadas como resistentes a 
glifosato en Australia, California, Chile y Sur África, los experimentos no 
permiten concluir cuál es el mecanismo de resistencia en ellas (Preston y Wakelin,  
2008; Simarmata et al., 2003; Pérez y Kogan, 2003).  Las poblaciones resistentes 
de Australia mostraron diferencias estadísticas  en translocación, ya que 
acumularon glifosato en el siguiente orden: hoja tratada < en el tallo, < en el 
meristemo del tallo y < en las raíces en comparación con plantas susceptibles 
(Lorraine-Colwill et al., 2003, Wakelin et al., 2004). 
 
Sin embargo, los estudios realizados en Victoria (Australia) y en Chile sobre 
mecanismos de resistencia a glifosato en otras poblaciones de Lolium no 
permitieron identificar grandes diferencias en absorción y translocación de 
glifosato entre plantas susceptibles y resistentes (Feng et al., 1999; Pérez y Kogan, 
2003;).  La variación en los resultados de las investigaciones parece indicar que 
hay varios mecanismos responsables de la resistencia a glifosato en las diferentes 
poblaciones lo que es esperable, dada la diversidad genética entre especies de 
Lolium.  
En algunas poblaciones de Lolium y Conyza resistentes a glifosato es probable que 
el mecanismo de resistencia sea una translocación reducida.  Esto, sin embargo, 
no se ha comprobado, ni se han despejado las bases bioquímicas y moleculares 
precisas de este mecanismo (Tran, et al., 2004).   En general no es común 
encontrar que la translocación ineficiente de herbicidas en las malezas sea el 
mecanismo de resistencia  (Powles y Preston, 2006).  
En P. hysterophorus estudiado en Colombia no se encontró diferencia en cuanto a 
la penetración del herbicida en los dos biotipos, pero sí una acumulación 15% 
mayor en el ápice de las hojas del biotipo  “Rioja” (BR), en comparación con el 
biotipo “Isla” (BS).  Con técnicas de glifosato C14  se encontró en el biotipo “La 
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Rioja” resistencia a dosis de 10 L ha-1, mientras “La Isla” es susceptible a 3,6 L 
ha-1 de producto comercial  (Rosario, 2005). 
 
El estado de crecimiento de la planta puede determinar la eficacia en 
translocación del herbicida.  En Kansas, Nebraska, North Dakota y Ohio, plantas 
de Chenopodium album  de 2,5 cm de altura  se afectaron mas que las de 15 cm y 
estas mismas mostraron mayor tolerancia a dosis mayores de glifosato (Schuster 
et al., 2007). 
 
2.7.  RESISTENCIA A GLIFOSATO 
 
Por más de 20 años desde la introducción del glifosato no se vieron evidencias de 
evolución de poblaciones de malezas resistentes a glifosato.  Su aparición 
coincidió con la llegada  y adopción  de los cultivos transgénicos resistentes a 
glifosato (GR), y debido a una gran presión de selección por el uso mas frecuente 
del herbicida, la aparición de poblaciones resistentes no fue una sorpresa (Duke y 
Powles, 2008). 
 
Herrmann et al., (1992) y Baerson et al., (2002) presentaron estudios del 
mecanismo de tolerancia a glifosato en Lotus corniculatus.  En 1996 se reportaron 
dos casos aislados de biotipos de Lolium rigidum resistentes a glifosato en 
Australia, con LD50 diez veces  mayor la del biotipo sensible (Baerson, 2002, 
Heap, 1997), y otro en California (E.U.A) (Heap, 1997, Simarmata et al., 2005).  
De esta especie se conocían entonces biotipos resistentes a nueve ingredientes 
activos de herbicidas diferentes: atrazina, diclofop, sulfonilúreas, trifluralina, 
metolaclor, simazina, amitrol y clortoluron, en Australia, España e Israel (Heap, 
1997; Simarmata y Penner, 2008). 
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En 2002 (Rosario, 2005;  Heap, 2005 a) se había documentado resistencia a 
glifosato en biotipos de Eleusine indica en Malasia y Conyza canadensis en Delaware 
(EUA), de Conyza bonariensis y Plantago lanceolata en Sudáfrica, de Lolium multiflorum 
en Chile (Heap, 2005, Pérez y Kogan, 2003) y en Australia (Neve, et al., 2004) y 
de Parthenium hysterophorus en Colombia (Rosario, 2005).  En Argentina ya se oyen 
voces de alarma acerca de la resistencia a glifosato y se hacen evaluaciones como 
las adelantadas por el INTA en donde después de cinco experimentos se 
mostraron  evidencias sobre la existencia de poblaciones de Lolium multiflorum 
capaces de sobrevivir a la aplicación de dosis de glifosato varias veces mayores a 
la normalmente utilizada para su control en el Sur Oeste de Buenos Aires.  Así 
como Sorghum halepense   La presencia de las mismas puede estar aun restringida a 
superficies reducidas y en una fase de evolución donde conviven con individuos 
de sensibilidad normal (López et al., 2008).   Merecen atención los casos de 
resistencia natural a glifosato, no derivada de selección por aplicaciones repetidas, 
en Dicliptera chinensis maleza anual y en la maleza perenne Convolvulus arvensis 
(Powles et al., 1998; Yuan et al, 2002).  Algunas especies y biotipos de especies 
son menos susceptibles que otros ya sea por mecanismos fisiológicos o 
bioquímicos. Algunos biotipos de Cynodon dactylon , Convolvulus arvensis y Medicago 
sativa poseen mas resistencia natural que otros. 
 
2.7.1. Mecanismos de resistencia a glifosato.   
En las especies que han evolucionado resistencia a glifosato, se han comprobado 
dos mecanismos de resistencia: uno basado en el sitio de acción (SA) y otro en la 
reducción de la translocación del glifosato o resistencia sitio de acción no 
incluido (NoSA) (Maxuell y Mortimer 1994; Powles y Preston,  2006). 
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En  Dicliptera chinensis, especie con resistencia natural a glifosato, la absorción, la 
translocación y la degradación del herbicida fueron similares a los encontrados en 
la especie susceptible Ageratum houstonianum lo cual sugiere que, en este caso, 
dichas variables no son la base de la resistencia.  Yuan et al., (2002), encontraron 
para D. chinensis, tres mecanismos de resistencia a glifosato:  
a- Mayor actividad hereditaria de la EPSP-s en respuesta a la presencia del 
herbicida.  Se aislaron dos cADNs correspondientes a dos genes distintos para la 
EPSP-s (Yuan et al., 2002).  
b- Alta especificidad de la EPSP-s, independiente del uso de glifosato.  
c- Incremento de EPSPs, mARN y proteína en respuesta a la aplicación del 
herbicida (Baerson, et al., 2002, Lorraine-Colwill. et al., 2003, Pline-Srnic, 2006). 
 
En Dicliptera chinensis las diferencias en retención y translocación de glifosato no 
correlacionaron con el nivel de tolerancia de la planta.  Por el contrario, el 
mecanismo primario de resistencia al herbicida es un incremento en la actividad 
de la EPSPs (Yuan  et al., 2002).  Tampoco se ha demostrado que un rápido 
metabolismo del glifosato en la planta sea un mecanismo de resistencia (Yuan et 
al.,  2002).  
 
En E. indica de Malasia el mecanismo de resistencia identificado fue el cambio de 
la enzima en prolina residual en la posición 106 a serina, con disminución de la 
sensibilidad de la EPSP-s  al herbicida (Hartzler, 2003).  También se encontró 
que al ocurrir un cambio de prolina a treonina, se presentaba resistencia (Ng et al, 
2003, 2004,2005).  Esta misma situación ocurrió en otras especies de malezas en 
Australia (Wakelin y Preston, 2004) y en Chile en poblaciones de Lolium spp. 
(Pérez y Kogan, 2003) y en poblaciones de Lolium rigidum en California.   En esta 
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última investigación se encontró que una enzima EPSPs resistente está 
involucrada dentro de la resistencia al herbicida (Simarmata y Penner, 2005).  
 
Estudios en biotipos de Conyza canadensis provenientes de cuatro estados 
diferentes de los EUA, sugieren que la reducción de la translocación de glifosato 
juega un papel principal en la resistencia de esta maleza al herbicida (Clifford y 
Krishna, 2005; Rogers, 2003; Purdue Ces sf.).  En esta especie avances sobre las 
bases fisiológicas y moleculares de la resistencia a glifosato en Estados Unidos 
permitieron encontrar diferencias en la movilidad.  En los biotipos resistentes el 
herbicida es menos translocado en dirección hojas-raíz, que en los susceptibles, y 
es más translocado en dirección contraria en biotipos susceptibles.  Los niveles 
de EPSPs mARN fueron entre 1.8 y 3,1 veces más altos en los biotipos 
resistentes (Dinelli et al., 2006).  
 
Los experimentos sobre el mecanismo de resistencia de Conyza al glifosato 
mostraron un aumento en las concentraciones de shikimato en la hoja tanto en 
poblaciones resistentes como susceptibles, indicando que la EPSPs permanece 
susceptible a glifosato (Feng et al., 2004,  Koger et al., 2005,  Mueller et al., 2003; 
Shaner et al., 2005). 
 
Glifosato se mueve con rapidez dentro del follaje desde el sitio de aplicación 
hacia las regiones meristemáticas, donde se acumula.   Por esta razón entre los 
mecanismos de resistencia se sugieren: dificultad para absorber el ingrediente, 
compartimentalización y remoción del sitio de acción (Bright, 1992, Koger et al., 
2005).  Recién se ha encontrado resistencia múltiple de Lolium rigidum tanto a 
glifosato, como a herbicidas que inhiben la ALS y la ACCAsa (Neve et al., 2004). 
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Con el fin de establecer con certeza el mecanismo de resistencia a glifosato en 
Lolium procedente de Chile, se investigó sobre los ángulos de contacto, la 
retención, la toma foliar, la translocación y la actividad de la enzima encontrando 
que, en esta especie, la resistencia es debida a una baja retención y absorción y 
una alteración en el patrón de translocación del  herbicida, aspectos considerados 
como nuevos mecanismos de resistencia de plantas al glifosato  (Michitte et al., 
2007).   
 
2.7.2. Herencia de la resistencia a glifosato   
En trabajos realizados sobre varias poblaciones de Lolium para demostrar la 
herencia de la resistencia a glifosato, con la población original NLR70, debida a 
una pobre  translocación del glifosato, Lorraine-Colwill et al, (2003) demostraron 
que la resistencia era codificada por el núcleo y mostraba una dominancia 
incompleta y que tanto  la F2  como los retrocruces indicaron que un solo gen 
codificaba la resistencia.  Investigaciones posteriores en siete poblaciones de 
Lolium con resistencia cruzada con la misma población susceptible, la primera 
generación mostró resistencia al glifosato en grados variables.  En estos casos, la 
resistencia es codificada por el núcleo pero la dominancia varía de alta a 
moderada (Powles y Preston, 2006; Vargas y Román, 2006). 
 
Cuando se midieron la absorción y la translocación de glifosato, no se encontró 
diferencia en la absorción, pero la translocación a las raíces sí se redujo 
notablemente en la población resistente, al igual que el transporte de la hoja 
tratada hacia los ápices en donde  hubo acumulación del glifosato, al  igual que en 
ciertos biotipos de Conyza y Lolium. Trabajos realizados por Zelaya et al., (2005) 
sobre la herencia de poblaciones resistentes de Conyza en Delaware, mostraron 
que la resistencia es codificada por el núcleo, es semi- dominante y la F2 y los 
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patrones de  segregación de los retrocruces son consistentes con herencia debida 
a un  solo gen. 
 
Estudios del polimorfismo en Eleusine indica en Malasia usando RFLP´s y PCR y 
análisis de restricción de la enzima permitieron diferenciar entre biotipos 
resistentes y susceptibles.  Las diferencias entre los perfiles de ADN de los 
biotipos resistentes indicaron que el uso del marcador molecular Sph1 no es útil y 
que el polimorfismo de ADN detectado en el gen de la EPSPs sugiere la 
ocurrencia de eventos de mutación que hicieron que se desarrollara  resistencia a 
glifosato, hecho que se corroboró con una secuenciación parcial del gen de la 
enzima confirmando que ocurrieron sustituciones  de prolina con serina o 
treonina en la posición 106 del aminoácido en los biotipos resistentes (Ng et al., 
2003). 
 
Con el fin de determinar la herencia de la resistencia a glifosato en poblaciones 
resistentes de ryegrass (Lolium rigidum) en  California se evaluó la progenie de 
plantas por selección recurrente, obteniéndose  líneas resistentes y susceptibles 
homozigotas.  Los resultados indicaron que la herencia de la resistencia en 
ryegrass de California parece ser nuclear, dominante incompleta, multigénica  y 
transmitida por el polen sin indicación de que hubiera herencia materna 
(Simarmata et al., 2005).  En Australia, se encontró que esta especie es la única 
que ha evolucionado resistencia a glifosato y no  presenta diferencias en los 
mecanismos de translocación entre los biotipos resistentes y susceptibles.   
Estudios de secuenciación del gen para la enzima condujeron  a comprobar una 
mutación que ocasionó el cambio en la posición 106 del aminoácido prolina a 
treonina, situación similar a la encontrada en E. indica en Malasia (Wakelin y 
Preston, 2006).  
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2.7.3. Degradación en plantas   
Hasta hace muy pocos años  la degradación metabólica del glifosato por las 
plantas no estaba bien documentada, por lo cual no se aceptaba.  Pero en algunas 
especies, el glifosato es degradado lentamente a ácido aminofosfónico (AMPA) y 
glioxilato por la enzima glifosato oxireductasa (GOX).  Este hecho es evidente en 
soya GR, debido a que la planta está protegida de la toxicidad del glifosato por 
una forma resistente de EPSPS, así que la planta puede metabolizar y degradar el 
glifosato. Estudios similares no se han realizado en maíz o en algodón GR y no 
puede hacerse en canola debido a que contiene un gene que codifica para una 
GOX bacterial (Duke, et al., 2003; Nandula et al., 2007). 
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 DETEMINACIÓN DE LA RESISTENCIA DE Parthenium hysterophorus  
L. A GLIFOSATO MEDIANTE BIOENSAYOS  
 
 
3.1. RESUMEN 
 
Con el fin de verificar la resistencia de Parthenium hysterophorus L. a glifosato 
ocasionada por la intensa presión de selección (PS) y a lo informado en las. 
investigaciones realizadas en la Universidad Nacional de Colombia,  en la que 
comprobaron la presencia de BR en P. hysterophorus identificados, por su 
procedencia, como “Rioja” y de biotipos susceptibles (BS) identificados como 
“Isla” en las que se estableció la dosis GR50 en campo (dosis que causa la 
reducción del crecimiento en plantas tratadas en un 50%).  Se trabajó para  
corroborar los resultados anteriores usando una metodología de bioensayos que 
utiliza solamente hojas de la planta.  Se estableció que en 144 horas de incubación 
aparecen síntomas en ambos biotipos.   Las medidas de  daño en las hojas de BR 
“Rioja” y BS “Isla” y los valores de ID50 de 2617,4 mg ea L 
-1 para el BR y el de 
1436,9 mg ea L -1 para el BS, mostraron claras diferencias de respuesta de estos 
dos biotipos.  Como resultado de utilidad práctica, se propone un “Kit” de 
detección temprana de BR de P. hysterophorus a glifosato que se basa en la 
metodología estandarizada en este trabajo. 
 
Palabras clave: maleza, presión de selección (PS), biotipo sensible (BS), biotipo 
resistente (BR), kit. de detección temprana 
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3. 2. ABSTRACT 
 
 
 
In order to check the Parthenium hysterophorus L. resistance to glyphosate due to 
intense selection pressure (SP) and as reported in research in the University 
National in Colombia, which confirmed the presence of RB in P. hysterophorus 
identified by its provenance as "Rioja" and susceptible biotypes (SB) identified as 
"Isla". Also the GR50 dose in the field was established. Work was done to 
corroborate the previous results of bioassays using a methodology that uses only 
plant leaves, was established in 144 hours time to onset of symptoms in both 
biotypes. The measures of damage on the leaves of RB "Rioja" and SB "Isla" and 
ID50 values of 2617.4 mg ea L 
-1 for RB and the 1436.9 mg ea L -1 for SB showed 
clear differences in response of these two biotypes.  As a result of practical utility, 
proposes a "kit" RB early detection of P. hysterophorus glyphosate based on the 
standardized methodology in this work.  
 
Keywords: weed, selection pressure (SP), biotype sensitive (SB), biotype resistant 
(RB), early detection kit 
.   
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3.3. INTRODUCCIÓN  
 
Hacia 1978 se reconoció la presencia de la arvense nociva Parthenium hysterophorus 
en la zona frutícola de La Unión, Valle del Cauca (Cayón y De La Cruz, 1980).  
Desde entonces los agricultores dependieron en gran medida, para controlarla, 
del uso de Roundup® (glifosato 360 g ea L-1 ) en dosis de 4. L. ha-1 y en 
aplicaciones sucesivas.  A partir del año 2000 aumentaron los  reclamos de los 
agricultores por resultados deficientes con el uso del herbicida.  En particular en 
plantaciones de cítricos de la Hacienda “La Rioja” de la Empresa Grajales & Cía., 
se sospechó que la maleza había adquirido resistencia.  Esto motivó el inicio de 
experimentación liderada por el Laboratorio de Malherbología de la Facultad de 
Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotá, dirigida a 
comprobar o descartar tal hipótesis.  En trabajos de campo y de invernadero, 
Alonso (2004) y Rosario (2005) comprobaron la existencia de biotipos de P. 
hysterophorus capaces de tolerar 8. L. ha-1  de glifosato, el doble de la dosis usual.  A 
las plantas presentes y provenientes de esta área se les denominó biotipo 
resistente (BR) “Rioja” en  comparación con plantas presentes en una amplia 
zona del Distrito de Riego Roldanillo, La Unión, Toro (RUT), en especial la 
vereda “La Isla”, en el Valle del Cauca, población susceptible a la dosis 
convencional y se denominó biotipo susceptible (BS) “Isla”.  En el sector rural 
del municipio de El Cerrito, Valle, se identificó otra área infestada con P. 
hysterophorus donde no había habido uso del herbicida.  Allí también se recolectó 
semilla de un biotipo supuestamente susceptible, para incluirla en los ensayos de 
estandarización de la metodolología realizados en este trabajo (Anexos 3.1 a 
3.10). 
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La resistencia a herbicidas se presenta como consecuencia de una intensa presión 
de selección del herbicida sobre poblaciones de malezas expuestas a su uso 
intensivo.  En América  del Sur en campos de frutales, leguminosas y cereales en 
donde hay una fuerte dependencia de glifosato para el control de las malezas, hay 
casos documentados de resistencia en poblaciones de diversas especies como 
Lolium multiflorum Lam., Conyza bonariensis L., C. canadensis L. por el uso intensivo 
de glifosato en campos de frutales en Chile y Brasil y de cítricos en Colombia.  La 
reciente aparición de Sorghum halepense y Euphorbia heterophylla L. en campos de 
soya GR en Argentina y Brasil puede explicarse como resultado del aumento de 
la presión de selección, el uso masivo de prácticas de no labranza  y la utilización 
de cultivos GR. (Vila- Aiub et al., 2007).  
 
De acuerdo con Powles y Preston (2006), en la actualidad la tasa de evolución de 
resistencia de malezas a glifosato es más rápida de lo predicho en los primeros 
años.  Varios de estos aspectos coinciden con lo que se presenta en P. 
hysterophorus, cuyo biotipo resistente se seleccionó en áreas de uso reducido de 
labranza y aplicaciones de glifosato repetidas desde hace más de 20 años, 
condiciones que aumentan la presión de selección.  Por otra parte, P. hysterophorus 
tiene inherentes varios factores favorables a la evolución resistencia: ciclo de vida 
corto, alta fecundidad, germinación continua de semillas, infestación masiva en el 
campo, alta variabilidad genética y resistencia reportada a otros herbicidas. 
Powles y Preston (2006); Cayón y De la Cruz (1980); Rosario (2005); Dhawan y 
Dhawan (1996); Navie et al. (1998 y 2004). 
 
Entre los métodos reconocidos para probar resistencia a los herbicidas, los más 
utilizados y los que proporcionan información más confiable son los 
experimentos dosis-respuesta  en el campo y el invernadero, aunque no son 
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realmente costosos, requieren mayor tiempo y espacio y no son prácticos cuando 
se necesita procesar un gran número de muestras.    
 
La respuesta de las plantas al herbicida se mide por evaluaciones visuales de 
fitotoxicidad, porcentaje de mortalidad o inhibición de crecimiento en relación 
con plantas no tratadas.  Se confirma resistencia si las curvas  dosis- respuesta 
muestran diferencia estadística y el biotipo potencialmente R no se controla con 
las dosis que controlan el biotipo S.  Los datos obtenidos se someten a modelos 
de regresión no lineal entre los cuales el log-logistic resulta apropiado para la 
mayoría de los estudios  dosis-respuesta.  La GR50 (dosis requerida para reducir 
en un 50% el crecimiento de los  brotes)  y la LD50 (dosis requerida para matar en 
un 50% el número de plantas) tanto de los biotipos  R como de los S, se calculan 
con la ecuación de regresión.  El nivel de resistencia relativa se expresa como la 
relación R/S (Beckie et al., 2000).  
 
Una alternativa potencial a los ensayos en plantas completas es realizar una 
prueba preliminar en semillas, polen o partes del tejido de las plantas.  Cualquier 
población que aparezca como R por una de estas pruebas sencillas, puede luego 
examinarse con pruebas más definitivas y una respuesta temprana puede ser útil 
en la toma de decisiones para el manejo de la maleza. 
  
Escorial et al. (2001) y Pérez y Kogan (2003) proponen para glifosato un ensayo 
que parte de semillas puestas a germinar en cajas de Petri con diferentes 
concentraciones para medir, cuatro a ocho días después del tratamiento, la 
longitud de las raíces o los brotes.  El método de Main et al. (2004) consiste en 
sumergir las semillas de la maleza en soluciones de glifosato y luego sembrarlas 
en suelo.  El uso de semillas de malezas para estos ensayos presenta el 
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inconveniente de que en muchas especies ocurre latencia, la cual debe ser 
previamente interrumpida.  
 
En la arvense Erigeron bonariensis L. (Asteraceae) en la zona cafetera de Colombia 
se encuentra que la metodología en cajas de Petri puede ser una alternativa rápida 
para identificar biotipos posiblemente resistentes.  En el trabajo de casa de 
mallas, se encontraron diferencias en biotipos de la finca El Roble (Palestina, 
Caldas, Colombia) donde la maleza es más susceptible al herbicida en 
comparación con los biotipos encontrados en las fincas vecinas Las Américas y 
El Rodeo en la dosis recomendada de 3,0 L ha-1 (Menza y Salazar, 2006 a y b). 
 
Koger et al. (2005) desarrollaron un bioensayo rápido y sencillo para determinar si 
existe resistencia a glifosato en una población.  Consiste en incubar hojas recién 
cortadas en soluciones del herbicida a dosis letales y monitorear el daño 
posterior.  Es posible que las hojas de plantas resistentes no presenten daño en 
comparación con las hojas de plantas susceptibles, si el mecanismo de resistencia 
a glifosato es translocación subcelular limitada o una alteración en el sitio de 
acción del herbicida.  Esta es una herramienta útil tanto para los investigadores 
como para los productores, pues permite someter cualquier población que 
parezca resistente a ensayos más contundentes.  En todo caso, estas pruebas 
preliminares son valiosas porque muchas decisiones sobre el manejo de las 
malezas se deben tomar en los estados tempranos del desarrollo del cultivo, antes 
de que las arvenses maduren y produzcan semillas (Chachalis et al., 2001; 
Brunoehler, 2004; Boutsalis, 2001). 
 
Este método denominado prueba de inmersión de hojas, permite hacer ensayos 
no destructivos y comparar biotipos resistentes con biotipos susceptibles a 
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glifosato.  Los biotipos susceptibles de Conyza canadensis mostraron mayor 
proporción de área necrótica en comparación con los biotipos resistentes y la 
diferenciación entre los dos biotipos ocurrió en el rango comprendido entre 600 
y 1200 mg. ea  L-1 de glifosato (Koger et al., 2005).  
 
Uno de los problemas que se pueden presentar cuando se mide el daño de un 
herbicida en las hojas es la subjetividad.  Otro puede ser la dificultad en el conteo 
de las cuadrículas.   Para superar ambos problemas, Bakr (2005) propuso un 
software que  permite medir el área foliar total y el área que presenta cualquier 
síntoma de daño visible en la hoja, proporciona cuatro sistemas de detección de 
color y permite estandarizar los colores de acuerdo con la especie estudiada.   
 
El objetivo de esta parte de la investigación fue establecer, para el lugar de 
estudio, la  R/S para glifosato en plantas de P. hysterophorus  provenientes de sitios 
donde el uso del herbicida ha sido constante durante varios años, versus plantas  
provenientes de sitios donde el uso del herbicida ha sido escaso o casi nulo.  
 
 3.4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
A partir de un reconocimiento en el campo realizado el 28 de febrero de 2006, se 
recolectaron semillas de P. hysterophorus provenientes de plantaciones adultas de 
cítricos de la finca La Rioja, La Unión, Valle del Cauca y se etiquetaron como 
biotipo resistente (BR) “Rioja”.  El biotipo susceptible (BS) “Isla” se conformó a 
partir de semillas provenientes de áreas no agrícolas, nunca tratadas con glifosato, 
del Distrito de Riego Roldanillo, La Unión, Toro (RUT) infestadas con la maleza, 
donde el deshierbe se realiza de manera exclusiva por medios mecánicos.  El 30 
de enero de 2008 con el mismo procedimiento, se realizó una segunda 
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recolección de semillas procedentes de cada una de las  poblaciones descritas, así 
como una tercera en áreas no tratadas del municipio de El Cerrito, Valle del 
Cauca.  Las semillas recolectadas se trasladaron al laboratorio de Malherbología 
de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia, sede 
Bogotá para  sembrarlas y cultivarlas en condiciones controladas, aproximadas al 
medio vallecaucano y utilizarlas en los ensayos realizados en este trabajo.   
 
3.4.1. Metodología de germinación 
El método de germinación propuesto consistente en imbibir las semillas en 
KNO3 al 2% y colocarlas en cajas de Petri con papel de filtro por 96 horas no dio 
resultado.  Fue necesario  ensayar otros métodos hasta encontrar el que permitió 
lograr una germinación cercana al 100%: tratamiento con una solución de KNO3 
al 2% más  tioúrea al 10% más ácido giberélico 100 mg. L-1, sin luz durante 48 
horas y siembra de las semillas en bandejas de germinación en mezcla 3:1 de 
turba más arena como sustrato.  En definitiva, se adoptó el tratamiento anterior 
en sustrato de sólo turba, pues resultó más sencillo y su comportamiento fue 
consistente.  Las plántulas obtenidas quince días después se transplantaron a igual 
sustrato en vasos de icopor con fondo perforado para drenaje y se llevaron al 
invernadero a temperatura diurna máxima regulada de 32º C y de 18o C durante la 
noche y una luminosidad máxima de 450 µmoles de fotones  m-2 .s-2.  Allí se les 
proveyó de riego y fertilización periódicos con soluciones de nutrientes mayores 
y menores y se mantuvieron durante 60 días hasta el estado de 7  a 8 hojas. 
 
3.4.2.  Adaptación del método de inmersión de hojas de Koger e t  a l .  (2005)   
Se adaptó la metodología sugerida por estos autores para Conyza canadensis y 
cultivos GR (glifosato resistentes): en plantas de P. hysterophorus de 7 a 8 hojas 
verdaderas, se tomaron las últimas hojas totalmente expandidas, con una longitud 
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aproximada de 2 a 4 centímetros.  Se sumergieron en viales, una hoja por vial,  
que contenían soluciones a diferentes concentraciones de glifosato preparado a 
partir de Roundup® 480 SL.  Los viales se colocaron en una cámara de 
crecimiento Lab Line  Biotronette Mark III con las condiciones de temperatura y 
humedad relativa presentadas en la tabla 3.1 y con una intensidad lumínica de 200 
µmoles de fotones m-2 s-2.  Para estandarizar la metodología, fue necesario 
realizar diez experimentos con diferentes variaciones: dosis a emplear, tiempo de 
lectura, uso y no uso de fosfato de amonio 10 mM, Carrier o surfactante, para 
facilitar la penetración del herbicida a la hoja (Anexos 3.1 a 3.10).  La variable de 
respuesta evaluada fue porcentaje de daño, medido en el primer experimento con 
una cuadrícula de 0,25 cm2 y, en los demás, con el programa desarrollado por 
Bakr (2005), en el que se comparan los colores del tejido dañado con los del 
testigo.  Se adoptó el siguiente protocolo para obtener la ID50 (concentración de 
glifosato que daña el 50% de la hoja tratada)   y para dosis-respuesta de los 
biotipos a glifosato se empleó el modelo log-logistic (Schabenberger, 2001). 
 
1. Preparar fosfato de amonio dibásico 10 mM y ajustar el pH a 4,4  
2. Preparar soluciones de  glifosato a concentraciones de 0, 100, 300, 600, 
1000, 1500, 2000 y 3000 mg ea mL-1 en fosfato de amonio dibásico.  En 
viales de vidrio de 20 mL., colocar 10 mL. de cada concentración, hacer 
cuatro repeticiones. 
3. Ajustar la cámara de crecimiento a 28/14  C (día/noche), 65% de 
humedad relativa, 12 horas luz incandescente y fluorescente  para ± 200 
µmoles de fotones m-2 .s-1. 
4. Utilizar la última hoja totalmente expandida con un tamaño entre dos y 
cuatro centímetros. 
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5. Sumergir las hojas completamente en cada vial, una por vial.  Taparlos 
para evitar la evaporación. 
6. Colocarlos en la cámara Lab Line  Biotronette Mark III por 144 horas, 
observar la aparición de síntomas. 
7. Extraer las hojas y ponerlas a secar sobre papel toalla.  Debidamente 
identificadas, pegarlas sobre hojas blancas de papel. 
8.  Escanearlas y guardarlas en archivo bmp 24 bit. 
9. En Paint, hacer un archivo de imagen individual de cada hoja y guardarlo 
como bmp. 
10. Trabajar con el software "Compu Eye Leaf & Symptom Area" 
(www.ehabsoft.com/CompuEye/LeafSArea),  desarrollado por E.M. Bakr 
(2005), para medir área foliar y área dañada expresada en porcentaje. 
11. Procesar los datos bajo el programa SAS.  
12. Establecer la curva de repuesta de P. hysterophorus mediante el modelo log-
logistic (Schabenberger, 2001). 
   
3.4.3.  Prueba de respuesta de P. hysterophorus  a diferentes 
concentraciones de glifosato en plántulas completas 
Con igual propósito de comparar dos poblaciones de P. hysterophorus en cuanto a 
su sensibilidad o resistencia a glifosato en diferentes concentraciones, se procedió 
a adaptar el método experimental reportado por Ramírez (2003), Montoya (2001) 
y Giratá (2001).   Estos autores utilizaron la técnica de establecer plántulas en 
frascos con solución nutritiva para evaluar y estandarizar métodos de detección 
de resistencia a herbicidas en Colombia. 
 
Para hacer una aproximación a un cultivo hidropónico se colocaron plántulas de 
P. hysterophorus cultivadas en turba, en materos de base perforada, en una cámara 
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de crecimiento Biotronette Mark III marca Lab Line en la cual se habían 
depositado 20 L de solución nutritiva Hidrocoljap® con elementos mayores y 
menores, en la proporción 2:1 (6 y 3 mL L-1).  Las plántulas tenían de cuatro a 
cinco hojas y las condiciones ambientales se ajustaron a temperaturas día / noche 
de 28/ 15o C  y 200 µmoles de fotones m-2 s-1 de luz.  
  
Se compararon los siguientes tratamientos: 0, 100, 300,  600, 1000, y 2000, mg ea 
de glifosato L-1.  Un día después de transferir las plántulas a la cámara de 
crecimiento Lab Line  Biotronette Mark III, utilizando una micropipeta, se 
aplicaron en el centro de la última hoja verdadera de cada una 10 µL de la 
concentración correspondiente de glifosato.  Diez días después de las 
aplicaciones se evaluaron las variables: peso fresco, peso seco de la parte aérea de 
las plantas y fitotoxicidad visual.  La biomasa aérea de las plántulas se midió en 
una balanza Denver Instruments Company modelo 100 A.  Para medir el peso 
seco de las plántulas se colocaron en un horno Binder® programado durante 48 
horas a 60° C.  
 
Una vez concluido el experimento se evaluó la fitotoxicidad visual, en una escala 
porcentual de daño con valores de 0 a 100, donde 0 es plántula sin daño y 100, 
plántula muerta.  El consumo de solución nutritiva se midió por diferencia entre 
la solución aplicada y la recuperada al final del experimento. 
 
Los datos obtenidos para las variables peso fresco y peso seco de la parte aérea se 
expresaron en porcentaje de una planta o repetición, respecto al promedio del 
tratamiento testigo (sin aplicación).  Los datos se sometieron a análisis de 
varianza y a regresión no lineal para probar el ajuste de los mismos al modelo log-
logistic (Schabenberger, 2001). 
 65 
3.4.4.  Modelo log-logistic 
Esta herramienta estadística se usa en malherbología para comparar las respuestas 
de biotipos de plantas resistentes con las de plantas susceptibles a dosis variables 
de un herbicida y es adecuada para analizar la mayor parte de los estudios de 
respuesta a dosis.  Permite ver si entre las respuestas de una especie a dosis 
variables de un herbicida hay diferencias significativas (ANOVA)  y, mediante 
comparación de las curvas resultantes, estimar el nivel de resistencia de una 
especie de maleza a un herbicida (Schabenberger, 2001, Seefeldt et al., 1995,).  
 
  
Su expresión matemática describe la respuesta (y) de las plantas expuestas a una 
dosis herbicida (x), mediante los siguientes parámetros: 
a)  C: límite inferior de la curva.  Corresponde al valor promedio de las respuestas 
en control a la dosis herbicida más alta.  
b)  D: límite superior de la curva.  Representa el valor promedio de las respuestas 
en control al tratamiento testigo (sin aplicación).  
c)  I50: dosis herbicida que reduce en 50% la variable estudiada.  
d)  b: pendiente de la curva de respuesta alrededor de la I50 (Schabenberger, 2001, 
Seefeldt et al., 1995).  
Este modelo se corre bajo el procedimiento NLIN de SAS®.   
 
El proceso interactivo de estimación con los datos de cada variable finaliza 
cuando las interacciones adicionales no mejoran el valor de los parámetros 
estimados, ocurre la convergencia del modelo, y  permite una interpretación 
biológica más significativa de los resultados.  El procedimiento para estimar los 
parámetros de la curva de respuesta a dosis de las poblaciones de P. hysterophorus 
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consistió en correr una regresión no lineal con el paquete estadístico SAS.  Se 
generó un modelo log-logistic con los  datos de cada variable por población y se 
produjo un modelo completo, combinando los modelos corridos individualmente 
para ambas poblaciones (Schabenberger, 2001).  La comparación de las 
respuestas log-logistic de las poblaciones se realiza calculando en SAS, el valor de 
la probabilidad de la F observada con grados de libertad del numerador, 
originado como la diferencia entre los grados de libertad del error del modelo de 
regresión II (modelo reducido) y el modelo de regresión I (modelo completo) y, 
con los grados de libertad del error del modelo I en el denominador.  
SAS calcula esta probabilidad de la siguiente manera:   P (F obs.) = 1-prob.f 
(valor de F obs, DF eII – DFeI, DFeI).  Cuando P (F observada) < 0,5 se 
considera que las respuestas de las poblaciones son estadísticamente diferentes.  
Para determinar si las I50 calculadas son estadísticamente diferentes se corrió el 
modelo completo en SAS®, incluyendo el estadígrafo D, que calcula las 
diferencias entre las  (I50) de ambas poblaciones.  Las diferencias fueron 
consideradas significativas cuando sus intervalos al 95% de confianza no 
contenían el cero (Schabenberger, 2001;  Pérez y Kogan, 2003).  La I50 estimada 
se utilizó para calcular el índice de resistencia (IR), expresado como la relación 
entre la I50 de la población con indicio de resistencia y la I50 de la población 
normal o sensible a glifosato (Seefeldt et al., 1995). 
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3.5.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.5.1. Adaptación del método de inmersión de hojas de Koger e t  a l .  (2005) 
Para estandarizar la metodología se realizaron diez pruebas preliminares.  Los 
parámetros comparados se presentan en la tabla 3.1 y  en la figura 3.1. Los 
resultados se encuentran en los  Anexos 3.1 a 3.10. 
Tabla 3.1  Parámetros comparados en diez experimentos de adaptación 
 No. de experimento  
Variable 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Biotipo Rj Rj,Is Rj,Is  Rj,Is Rj,Is,C Rj,Isn, 
Isv, C 
Rj,Isn,Isv, C o Rj,Is Rj, Is Rj, Is 
Solvente Agua Agua Agua F.Am F. Am A+Crr A+S F.Am F.Am F.Am 
No. Dosis 5 8 8 8 8 8 8 8 8 8 
Tiempo 1 2 3 4 5 5 5 6 7 8 
Medida Grilla Grilla 
Bakr 
Grilla 
Bakr 
Grilla 
Bakr 
Grilla 
Bakr 
Color 
Bakr 
Color 
Bakr 
Color 
Bakr 
Color 
Bakr 
Color 
Bakr 
Variables: Biotipo: Rj = Rioja, Is =Isla, C = Cerrito, Isn = Isla nueva, Isv = Isla vieja.    
Solvente: Agua, F. Am = Fosfato de amonio 10 mM, S = Surfactante, Crr =Carrier.   
Tiempo: 1 = 108 horas,  2 = 96, 120, 144 y 168 horas, 3 = 72, 96, 120, 144 y 192 horas, 4 = 96 y 144 
horas, 5 =96 horas, 6 = 72 horas, 7 = 144,168 horas, 8 = 144 horas.  
Medida: Grilla  =  0,25 cm, Grilla Bakr = Bakr  cuadrícula de 0,25 cm, Color Bakr = Comparación 
color testigo.   
 
Las concentraciones de glifosato  utilizadas, mg ea L-1 son para pruebas de 
laboratorio y no son comparables con las utilizadas en pruebas de campo o de 
materas (Kg o L ha-1). 
 
La figura 3.2 muestra el estado de las hojas,  la utilización del software Compu-
eye Leaf & Area Sympton (Bakr, 2005) para el cálculo del porcentaje de daño y el 
efecto del glifosato sobre P. hysterophorus. 
Las ID50 para cada biotipo se calcularon como porcentaje de daño con relación al 
testigo (sin tratamiento).   Los resultados promedio de cinco pruebas se 
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presentan en la tabla 3.2.   Para correr el modelo log-logistic se calcularon los 
porcentajes de área sana, siendo 100 los correspondientes al testigo. 
 
Área sana (%) = 100 – área dañada (%) 
 
 
Tabla 3.2. Porcentaje de daño (respecto al testigo) en Rioja (BR) e Isla (BS) 
medido a las 144 hda.  Promedio de cinco experimentos 
 
Biotipo Dosis glifosato, mg L-1     
 0 100 300 600 1000 1500 2000 3000 
Rioja (BR) 0 0,75 0 0 9,15 13,36 27,79 87,05 
Isla (BS) 0 0 10 21,79 56,14 61,24 84,74 99,65 
 
El efecto de glifosato se manifestó a partir de 300 mg L-1 en el biotipo susceptible 
(BS), y alcanzó a ser del 50% a concentraciones por encima de 1000 mg L-1.  En 
cuanto al BR el daño se percibió a partir de l000 mg L-1 y el 50% de área dañada 
ocurrió entre 2000 y 3000 mg L-1.  Este daño puede describirse como una 
decoloración progresiva desde el verde intenso característico de la especie hacia 
un verde claro, hasta el pardo típico de tejidos necrosados (Figura 3.2) 
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a) Hojas de Parthenium. hysterophorus Rioja (BR) tratadas con glifosato en dosis 
de 0, 300 y 600  mg ea L-1   
 
 
 
b)  Hojas de Parthenium. hysterophorus Isla  (BS) tratadas con glifosato en dosis 
de  1000, 600 y 300 mg ea L-1 
 
 
  
Figura 3.1. a) Hojas de Parthenium. hysterophorus Rioja. b) Hojas de Isla utilizadas 
en las pruebas para  estandarizar la metodología de inmersión  de 
hojas (Koger, 2005)  
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a) b) 
 
 
 
 
Glifosato mg  ea L-1  
               0                    300                    1000                2000                 3000 
c) 
 
 
 
Figura 3.2.  a) Hojas de P. hysterophorus a las cuales se les estableció el porcentaje 
de daño. b)  imagen del uso del software Compu-eye Leaf & Area 
Sympton (Bakr, 2005). c) Resultados del  método de inmersión 
hojas a las 144 hda 
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La figura 3.3.  muestra la gráfica obtenida al aplicar log-logistic, modelo no lineal 
que proporciona una excelente descripción de la relación entre el daño en P. 
hysterophorus y la concentración de glifosato, con un r2 de 0,745 para Rioja y 0, 805 
para Isla.  La respuesta del biotipo sensible en general presentó un aumento del 
daño con respecto al testigo, a medida que la dosis de glifosato aumentó.  La 
suma de cuadrados del modelo que representa la relación entre los porcentajes de 
sobrevivencia de P. hysterophorus y la concentración del herbicida mostró 
diferencia significativa  (P < 0,0001) entre los dos biotipos (Anexo 3.12).  La ID50 
calculada para el biotipo resistente Rioja fue de  2.617,4 mg .L-1  y 1.436,9 mg .L-1 
para el  biotipo sensible Isla (Tabla 3.3).  El índice de resistencia IR (R/S) fue de  
1,8 lo que quiere  decir que para controlar una  población R se requiere una dosis 
de glifosato 1,8 veces mayor que la requerida por una población susceptible.  
 
La figura 3.4. presenta  la curva dosis respuesta para índice de daño de las hojas 
de P. hysterophorus sometidas a diferentes concentraciones de glifosato, construida 
con los datos de la ecuación en Excel.  A partir de esta gráfica se pudo calcular la 
dosis discriminante, (Figura 3.5)  definida como  la dosis mínima del herbicida 
que proporciona la mayor diferencia vertical en las curvas dosis-respuesta de 
biotipos R y S y que por lo menos ocasiona el 80% de control en el biotipo 
sensible (Beckie et al., 1990; Bourgeois et al., 1999a).  
 
La dosis discriminante calculada fue de 1000 mg L-1  la cual varía para cada 
experimento y es determinante sólo en poblaciones R y S conocidas (Moss et al., 
1990). 
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Figura 3.3. Curva respuesta porcentajes de  daño contra concentraciones 
crecientes de glifosato en los biotipos “Rioja” (BR) e “Isla” (BS) en de P. 
hysterophorus,  medido en hojas individuales 144 hda, usando el método de 
inmersión de hojas.  Datos ajustados con el modelo log-logistic 
 
 
Tabla 3.3. Respuesta del modelo Log-logistic en Rioja e Isla con la variable 
porcentaje de  sobrevivencia con relación al testigo 
y = C + (D-C) / (1+ exp. b (log x - log ID50) 
 C D b ID50 
Límite 
inferior 
Límite 
superior 
Rioja 12,9026 99,7689 4,3850 2617,4 2091,7 3143,0 
Isla 13,5844 89,0238 1,5378 1436,9 636,7 2237,2 
R/S = 1,8       
 73 
 
Figura 3.4.  Índice de daño de P. hysterophorus medido sobre hojas inmersas 144 
hda. calculado como (100 - %daño) obtenido con el modelo log-
logistic, usando el método de inmersión de hojas  
 
 
 
Figura 3.5. Dosis discriminante con base en porcentaje de daño en prueba de 
inmersión de hojas 144 hda, obtenido con el modelo log-logistic 
 
En efecto, en los experimentos realizados por Rosario (2005) se evaluó 
fitotoxicidad visual en el laboratorio y se encontró una  relación R/S = 3,2 
mientras que la encontrada con el método de inmersión de hojas fue: IR = R/S 
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= 1,8.  En experimentos de campo el mismo autor evaluó fitotoxicidad visual 
con un IR =  2,2, valor cercano al obtenido en este trabajo con el  método de 
inmersión de hojas.  Las diferencias en la relación R/S confirman que este valor 
varía de acuerdo con la metodología empleada.  La técnica de inmersión de hojas 
es más sencilla y requiere menos tiempo, 144 horas, en comparación con las 
técnicas tradicionales de materas y permite diferenciar con buena seguridad 
biotipos de P. hysterophorus susceptibles y resistentes a glifosato.  El nivel de 
resistencia encontrado se considera bajo pero tiene implicaciones prácticas pues 
confirma la inminencia de evolución de biotipos resistentes dentro de la especie 
estudiada.  Esta situación fue documentada en otras arvenses como L. rigidum y 
L. mutiflorum  Baerson et al. (2002); Wakelin y Preston (2006). 
 
3.5.2. Prueba de respuesta de P. hysterophorus  a concentraciones de 
glifosato en plántulas completas  
La tabla 3.4  muestra el efecto de glifosato sobre  el peso fresco, el peso seco y el 
porcentaje de daño de glifosato sobre dos biotipos de P. hysterophorus. 
 
Comparadas las dos poblaciones de P. hysterophorus en cuanto a la respuesta al 
aumento en concentraciones de glifosato, puede observarse que el modelo no 
lineal proporciona una buena descripción  de la relación entre el peso fresco y la 
concentración de glifosato, con valores r2 de 0,83 para Rioja  y 0,90 para Isla 
(tabla 3.4 y figura 3.6).  En general, para ambas poblaciones ocurrió una 
disminución en el peso fresco con respecto al testigo y a partir de 100 mg L-1 se 
presentó una respuesta diferencial entre los dos biotipos.  La suma de cuadrados 
indica que los parámetros del modelo muestran una relación entre el peso fresco 
de las plántulas de P. hysterophorus y la dosis de glifosato con diferencia 
significativa (P < 0,0001) entre las dos poblaciones. 
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Tabla 3.4.  Peso fresco y seco (g) de la parte aérea y porcentaje de daño  de dos 
biotipos de  P. hysterophorus  (Porcentaje del testigo) a diferentes dosis 
de glifosato en  plántulas completas. 
glifosato 
(mg L-1) 
Peso fresco (g) 
% del testigo 
Peso seco (g) 
% del testigo % de Daño 
 Rioja 
(BR) 
Isla (BS) Rioja 
(BR) 
Isla (BS) Rioja 
(BR) 
Isla(BS) 
0 100 100 100 100 0 0 
100 91.90 88.92 77.82 92.45 10 60 
300 90.52 85.75 80.3 74.36 10 80 
600 91.28 70.00 77.84 63.25 20 85 
1000 64.41 31.22 61.91 50.04 30 90 
2000 39.71 12.65 41.69 36.57 60 100 
 
Los valores de GR50 calculados indican que en Rioja el peso fresco se afectó a 
partir de  los 890,7 mg L-1 de concentración de glifosato y en Isla a partir de 
371,4  mg L-1.   
 
La prueba de reducción de suma de cuadrados para comparar la significancia 
entre sus GR50 estimó una diferencia mínima significativa de 519,3 mg L
-1.  La 
relación R/S obtenida con la técnica de plántulas completas fue 2,4.  Los límites 
de confianza al 95% para el BR estuvieron entre 512,8 y 1260,6 y los del BS entre 
247,7 y 495 (Anexo 3.13). 
 
Los niveles de resistencia de 2,4 encontrados con este método fueron mayores a 
los obtenidos en la prueba de inmersión de hojas.  El experimento con plántulas 
completas es una técnica efectiva para identificar poblaciones resistentes a 
glifosato y determinar el nivel de resistencia.   La comparación entre la prueba de 
inmersión de hojas y la de plántulas completas permite considerar que ambas 
pueden servir para detección rápida del estado de susceptibilidad de la maleza al 
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herbicida, y de complemento a pruebas tradicionales en experimentos  de dosis 
respuesta.   
 
Figura 3.6. Curva de respuesta al incremento de concentraciones de glifosato y 
su efecto en el porcentaje de reducción de peso fresco respecto al 
testigo, en las poblaciones  Rioja(BR) e “Isla” (BS) de P. hysterophorus,  
medido en plántulas completas10 dda.  Datos ajustados con el 
modelo log-logistic. 
 
Las pruebas tradicionales  proporcionan valores más reales de IR, cuando se 
comparan con los experimentos de campo. 
 
En el presente trabajo se adaptó para P. hysterophorus la prueba rápida de Koger et 
al. (2005) desarrollada para determinar el estado de resistencia de Conyza canadensis 
a glifosato en hojas tomadas de plantas vivas en el campo.  Se evita así todo el 
proceso de recolectar semillas, someterlas a escarificación, germinación y cultivo 
hasta un estado particular de desarrollo. 
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Los datos obtenidos en estos experimentos fueron cercanos a los de Rosario 
(2005) para  P. hysterophorus en la prueba de plántulas en la que encontró una GR50 
para Rioja de 361,8 mg L-1 y de 98,8, 9 mg L-1 para Isla y un índice de resistencia 
de 3,7.  La prueba de reducción de suma de cuadrados para comparar la 
significancia entre sus GR50 estimó una diferencia mínima significativa de 262,2 
mg L-1.  Los valores obtenidos en este experimento fueron menores al IR de 3,5 
hallado en pruebas de invernadero adelantadas por Rosario (2005).   
 
El presente trabajo permite confirmar lo encontrado por Alonso (2004) y por 
Rosario (2005) tanto en invernadero, como en laboratorio y en campo ya que los 
valores de IR hallados son bastante similares, aunque menores, lo cual puede 
deberse a las diferencias en las condiciones en que se adelantaron los 
experimentos respectivos y que los bioensayos del presente trabajo se realizaron 
con semillas colectadas en años posteriores. 
 
Dinelli et al. (2006) en experimentos con  biotipos de Conyza bonariensis en 
España,  encontraron índices de resistencia entre 2,9 y 5,6.  Otros autores en el 
mismo país con 43 poblaciones de esta misma especie en experimentos de dosis-
respuesta bajo condiciones controladas y en el campo, encontraron en seis 
poblaciones iniciales que el factor de resistencia estaba cercano a 10x, para la 
población más resistente y además que el comportamiento resistente depende del 
estado de crecimiento (Urbano et al., 2007). 
 
En investigaciones de confirmación de resistencia a glifosato en la dicotiledónea  
Amaranthus palmeri L. en Arkansas, se encontraron tres biotipos con LD 50 entre 
24,4 y 35,5 g ea ha-1 (susceptibles).  El biotipo resistente presentó una GR50 de 
2820 g ha -1 equivalente a 70 a 115 veces la del biotipo susceptible y a 3,4 veces la 
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dosis usual de glifosato (Norsworthy  et al., 2008).   En Georgia con esta misma 
especie, Culpeppera et al. (2006), usaron como variables de respuesta el 
porcentaje de control visual y el porcentaje de reducción del peso fresco de la 
parte aérea en comparación con el testigo y encontraron IR de 8 y 6,2,  
respectivamente.   
 
Para Amaranthus tuberculatus (Moq ex DC) Sauer, se encontró una respuesta 
diferencial cuando se hicieron ciclos de selección  cuatro veces mayor que  la 
encontrada en plantas susceptibles (Zelaya y Owen, 2005).  En C. canadensis en 
California central el biotipo resistente fue 4,8 veces más que el sensible (Hanson  
et al., 2009). En poblaciones de C. canadensis  recolectadas en  Illinois, Indiana, 
Kentucky, Mississippi, Missouri y Ohio, se encontró que las de  Tennessee  
requerían cuatro veces más glifosato  para tener una GR50 de reducción del peso 
fresco en biotipos resistentes en comparación con los sensibles, pero aunque el 
crecimiento se redujo las plantas de los biotipos resistentes, no murieron. (Main, 
et al., 2004).  
 
En estudios de la herencia de la resistencia de C. canadensis (Zelaya  et al.,  2004) 
encontraron que por lo menos de cuatro a siete veces aumenta la resistencia a 
glifosato, basados en la reducción de la biomasa (GR50) o mortalidad (LD50).  El 
daño visual fue más evidente en el biotipo susceptible en comparación con los 
resistentes.  En experimentos de invernadero en varios estados de los Estados 
Unidos encontraron biotipos de Chenopodium album resistentes a glifosato con un 
IR de 2,6.  Los experimentos realizados en el campo mostraron que los valores 
de GR50 estuvieron entre 0,06 y 0,48 kg. ea ha
-1 en un biotipo tolerante, 
comparado con 0,036 y 0,19 kg ea ha-1 en el biotipo sensible, correspondiente a 
un IR de 1,7. (Westhoven et al., 2008). 
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Biotipos de C. canadensis en Mississippi y Tennessee,  exhibieron  un nivel de 
resistencia de 8 a  12.  En Mississippi encontraron un biotipo con resistencia a 
dosis 2 a 4 veces mayores que las efectivas contra biotipos sensibles.  El estado 
de crecimiento de la planta tuvo  poco efecto sobre el nivel de resistencia (Koger 
et al, 2004).  En Missouri, en experimentos de campo y de invernadero llevados a 
cabo con el fin de determinar el nivel de resistencia a glifosato de Amaranthus 
rudis, encontraron poblaciones con grados de resistencia entre 9 y 19 veces en 
comparación con las sensibles (Legleiter y Bradley, 2008). 
 
En gramíneas como Lolium rigidum en Australia se encontraron biotipos con 7 a 
11 veces mayor resistencia en comparación con el biotipo sensible (Powles et al., 
1998).  En Australia  el grado de resistencia encontrado fue de 10 (Pratley et al., 
1999).  En Chile en el 2003 encontraron poblaciones de Lolium multiflorum que 
habían evolucionado a un grado de resistencia 2 a 4 veces mayor comparadas con 
la población susceptible (Pérez y Kogan, 2003).  Biotipos de esta misma especie 
en Oregon, resultaron con una resistencia de 5 veces en comparación con la 
población sensible (Pérez-Jones et al., 2004).  Los niveles de resistencia 
detectados en poblaciones de Lolium multiflorum de California fueron comparadas 
con las detectadas en otras regiones del mundo, encontrándose valores de 2 a 15 
veces mayor grado de resistencia (Jasieniuk et al., 2008).  En Australia se estimó 
que la razón R/S para cuatro poblaciones de L. rigidum estuvo entre 4 y 11 
basados en los valores DL50 (Powles et al., 1998; Wakeli et al., 2004).  En 
Mississippi se identificaron biotipos de L. multiflorum tres veces más resistentes a 
glifosato (Nandula et al., 2008).  Una población de Sur África demostró ser 14 
veces más resistente a glifosato que los biotipos  S conocidos de Australia (Yu et 
al., 2007).  E. indica de Malasia fue  8 a 12 veces más resistentes que los biotipos 
sensibles (Lee y Ngim, 2000).  Mientras que S. halepense en campos de Argentina 
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resultaron  3 a 10 veces más susceptibles que los que estaban en campos que no 
habían sido tratados con el herbicida (Vila-Aiub, 2007).   
 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten confirmar la presencia 
de al menos un biotipo resistente en P. hysterophorus a glifosato, aunque el grado 
de resistencia puede catalogarse de moderado con respecto al encontrado en 
otras especies.  A partir de estos resultados se quiso  avanzar en la investigación 
sobre los mecanismos de resistencia de esta maleza a glifosato cuyos métodos y 
resultados se muestran en los capítulos siguientes  La comparación de métodos 
de detección y los ajustes respectivos, con los que se puede lograr un buen nivel 
de precisión, rapidez y economía permiten proponer, para trabajos sucesivos, el 
desarrollo de un kit de detección temprana de biotipos resistentes de P 
.hysterophorus a glifosato (Anexo 3.11) 
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 PAPEL DE LA ABSORCIÓN, MIGRACIÓN Y METABOLISMO EN 
LA RESISTENCIA DE Parthenium hysterophorus  L. A GLIFOSATO 
 
4.1. RESUMEN  
Con el fin de verificar si la absorción, translocación y metabolismo de glifosato 
son los responsables de la resistencia de P. hysterophorus al herbicida,  se realizaron 
experimentos con glifosato 14C  en plántulas de cuatro a cinco hojas que 
crecieron en el invernadero de la Facultad de Agronomía de la Universidad 
Nacional de Bogotá. Los tiempos de  tratamiento fueron 2, 4, 8, 24, 48, y 96 
horas.  Al final de los experimentos se pudo concluir que no hay diferencias 
significativas entre absorción y acumulación entre los biotipos estudiados. La 
migración hacia la parte aérea y la raíz fue mayor en el biotipo R.  Se pudo 
observar una tendencia a mayor concentración de glifosato en las márgenes de las 
hojas del biotipo resistente.  La mayor cantidad de 14Cglifosato permaneció en la 
hoja tratada en comparación con los demás órganos de la planta, siendo similar 
en los dos biotipos.  Sin embargo, en este experimento no se encontró migración 
reducida en el BR, por lo que se pensaría que este mecanismo no sería la 
principal causa de la resistencia en esta especie.  Por HPLC- MS no se encontró 
diferencias entre los  biotipos en el metabolismo del glifosato. En los 
experimentos realizados los niveles de ácido shikímico, S3P, glifosato y AMPA, 
no muestran que el metabolismo sea el mecanismo que usa la planta como 
estrategia para la resistencia al herbicida. 
 
Palabras clave: 14C glifosato, mecanismos de resistencia, AMPA, S3P. 
 .   
 88 
4.2 ABSTRACT 
 
 
Experiments were conducted with 14C glyphosate in seedlings wich four to five 
leaves that grew at the Facultad de Agronomia greenhouse of the Universidad 
Nacional de Colombia, Bogota, in order to verify if the absorption, translocation 
and metabolism are responsible of P. hysterophorus resistance to the herbicide 
glyphosate  The treatment times were 2, 4, 8, 24, 48 and 96 hours.  At the end of 
the experiments it was concluded that there is no significant difference in 
glyphosate absorption and accumulation between biotypes.  Migration to shoots 
and roots was higher in the R biotype.  There was a higher concentration of 
glyphosate in leaf margins of the resistant biotype.  Most  14C glifosato remained 
in the treated leaf compared with other organs of the plant, in the both biotypes. 
However, in this experiment reduced migration was not found in the BR, so you 
would think that this mechanism would not be the principal cause of resistance 
in this specie. Using HPLC-MS was no difference between biotypes in  
glyphosate metabolism.  In this experiments shikimic acid levels, S3P, glyphosate 
and AMPA, did not show that metabolism was the mechanism that the plant 
uses as a strategy to herbicide resistance.  
 
Keywords: 14C glyphosate, resistance mechanisms, AMPA, S3P. 
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4.3. INTRODUCCION  
 
La eficacia del glifosato depende, en primer lugar, de la penetración y absorción 
por vía foliar del ingrediente y su translocación, ya que no tiene actividad en 
preemergencia por lo que debe usarse sólo en posemergencia.  Debido a su 
comportamiento hidrofílico la primera barrera foliar que debe vencer el 
compuesto para su absorción es la cutícula, conformada por ceras epicuticulares y 
cuticulares y, por consiguiente, de naturaleza hidrofóbica.  Esta y otras 
propiedades físicas de las hojas como la rugosidad de la superficie foliar, además 
del tamaño de la gota al aplicar, son los principales factores que influyen en la 
penetración del herbicida (García-Torres y Fernández- Quintanilla, 1989).  La 
penetración de las moléculas de glifosato a través de la cutícula es  lenta  y 
requiere de adyuvantes para mejorar.   De otra parte, la concentración externa y 
la velocidad de movimiento desde la superficie interna de la cutícula hacia el 
apoplasto afectan la velocidad de penetración del herbicida (Caseley, 1996).  
 
El mecanismo por el cual el herbicida  llega a las células de las plantas no está 
bien entendido.  Parece que  existen por lo menos dos vías de  absorción: 
primero un sistema activo que opera a bajas concentraciones del herbicida  y 
quizá involucra un  transportador de fosfato.  En segundo lugar, un sistema 
pasivo de flujo de masas comprobado éste en estudios realizados en maíz y soya 
y en células de Vicia fava en suspensión (Denis y Delrot, 1993) en los que la 
absorción de bajas concentraciones de glifosato ocurrió contra un gradiente de 
concentración con una fase de saturación entre 3 y 50 µM.  Por encima de 50 µM 
la curva de absorción del herbicida fue lineal respecto a la concentración exterior 
e insensible tanto al fosfato como a los inhibidores metabólicos de fosfato.  Lo 
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anterior confirma la existencia de sistemas activos y pasivos de absorción de 
glifosato. 
 
Experimentos de eflujo en células en suspensión de maíz y soya y en discos de 
hojas de Vicia fava y Beta vulgaris mostraron que el glifosato se localiza en las 
paredes celulares  y en el citoplasma, con muy poca acumulación en la vacuola 
(Gougler y Geiger, 1981; Hetherington et al., 1998; Ibaoui et al., 1986).   El 
fosfato de sodio  y el ácido fosfonofórmico, inhibidor competitivo de la 
absorción de fosfato, impiden la absorción activa de glifosato en las células 
(Denis y Delrot, 1993; Hetherington el al., 1998; Morin el al., 1997. 
 
El glifosato se transloca del floema de las hojas a los tejidos demanda siguiendo 
el movimiento de la sacarosa (Gougler y Geiger, 1981; McAllister y Haderlie, 
1985).  Su  movilidad dentro del floema se debe a su exclusiva combinación de 
tres funciones ácidas y una básica (Bromilow y Chamberlain, 2000).  Sin 
embargo, no se conoce con exactitud cómo ocurre ese movimiento: se presume 
que el herbicida debe entrar en el lumen del floema a través del simplasto de la 
célula lo que puede ocurrir por difusión de masas, seguido por un movimiento a 
través de los plasmodesmas.  Puede también ser tomado activamente hacia las 
células del mesófilo o hacia las células de compañía a través de un  transportador 
de fosfato.  Debido a sus propiedades hidrofílicas el glifosato entra en los 
elementos cribosos y es transportado a los tejidos demanda. 
 
En varias especies de maleza la causa de resistencia a glifosato parece ser una 
translocación reducida hacia los meristemos.   El patrón de movimiento del 
glifosato difiere entre biotipos susceptibles y resistentes: se transloca menos en 
los biotipos resistentes, lo cual determina diferencias de  3 a 10 veces en las 
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concentraciones que inhiben el 50 % del crecimiento (GR50).  Este mecanismo se 
ha identificado en biotipos de Conyza canadensis, Lolium multiflorum y Lolium rigidum 
(Feng et al., 2004; Koger y Reddy, 2005; Dinelli et al., 2008; Wakelin et al., 2004; 
Pérez et al., 2004; Pérez-Jones et al., 2007). 
 
No se conoce el mecanismo de reducción de la translocación del glifosato, pero 
el patrón de su movimiento y acumulación puede ayudar a identificarlo. Para que 
el ingrediente activo se transloque desde la hoja tratada se requiere su absorción y 
retención en el floema.  En biotipos susceptibles el glifosato se mueve primero 
hacia arriba con la corriente de transpiración, luego pasa a las venas menores y 
sale de las hojas tratadas hacia el resto de la planta.  En biotipos resistentes el 
glifosato se mueve hacia arriba en la corriente transpiratoria pero no llega a las 
venas menores, por lo que se transloca menos herbicida desde la hoja tratada.  
Parece que queda atrapado en los extremos apicales de las hojas Shaner (2009); 
este mismo comportamiento fue observado por Alonso (2004) y Rosario (2005). 
   
La disminución de la toma celular de glifosato podría ocurrir por uno de cuatro 
mecanismos: 1. El sistema de toma activa no reconoce al glifosato. 2. El sistema 
de eflujo por bombeo deja el glifosato en el apoplasto fuera de la célula.  3. El 
sistema de eflujo bombea al glifosato fuera del cloroplasto dentro del citoplasma.  
4. El glifosato es bombeado hacia dentro de la vacuola y queda secuestrado en la 
célula (Shaner, 2009). 
 
 Experimentos con Lolium rigidum permitieron establecer que la absorción y la 
translocación de 14C glifosato tendieron a incrementarse a través del tiempo, sin 
encontrar diferencias significativas entre biotipos.  Tres días después del 
tratamiento las cantidades de glifosato absorbido en los biotipos S y R fueron 
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respectivamente las 62% y 54,6% de las dosis aplicadas.  En ambos casos la 
mayor parte del glifosato permaneció en la hoja tratada, y sólo un pequeño 
porcentaje se movió hasta los vástagos y las raíces (Simarmata et al., 2003). 
 
Las plantas de L. rigidum absorbieron y translocaron el glifosato con facilidad.  
Dos horas después de su aplicación, en el biotipo susceptible se absorbió el 76% 
y en el biotipo resistente el 78% de la concentración aplicada.  La distribución del 
herbicida no fue diferente en los dos biotipos 4 hda, pero a las 48 hda se 
observaron las mayores diferencias. En los biotipos S y R, el glifosato se 
translocó rápidamente desde el sitio de aplicación, y con el tiempo se registró una 
tendencia de acumulación en el ápice de las hojas del biotipo resistente (casi 
50%), mientras que en el biotipo susceptible la mayor acumulación ocurrió en las 
bases de las hojas tratadas y las raíces.  A bajas concentraciones el glifosato tiende 
a ser guiado hacia el simplasto por medio de un transportador tipo fosfato. En las 
plantas resistentes de L. rigidum la distribución del glifosato hacia el ápice de la 
hoja tratada podría aumentar debido a pérdida de eficiencia en la dirección del 
transporte, causada por mutaciones relacionadas con el sistema de translocación 
(Lorraine-Colwill et al., 2003). 
 
La absorción, la translocación y el metabolismo de glifosato siguen un patrón 
similar entre biotipos resistente (R) y susceptible (S) de L. rigidum.  La absorción 
de glifosato fue casi el 70% de lo aplicado.  Las plantas R y S tuvieron absorción 
comparable, a dosis alta (79,2 vs. 78,0%) y a dosis baja (64,0 vs. 64,7%) de 
glifosato. La radiactividad total recuperada osciló entre 90,2% y 97,3% de la dosis 
aplicada (Feng et al., 1999).  
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Cerca de un tercio de la dosis absorbida de glifosato en los biotipos R y S (32,9  y 
38,3 % de la dosis aplicada, respectivamente) fue exportada desde la hoja tratada 
hacia el resto de la planta, con menor distribución hacia los vástagos (18,1 a 22,6 
% de la dosis aplicada, respectivamente) y la raíz (13,6 a 16,0 % de la dosis 
aplicada, respectivamente).  La localización de glifosato en los tejidos de biotipos 
R y S no mostró diferencias.  Así,  la absorción, la translocación y el metabolismo 
no tienen un papel importante en la resistencia a glifosato en Lolium rigidum (Feng 
et al., 1999).   
  
En  Abutilon theophrasti la absorción foliar de 14C-glifosato fue del 35 % de lo 
aplicado, mientras en Setaria faberi fue del 60%.   En A. theophrasti el 81 % del 
glifosato absorbido fue retenido en la superficie de la hoja tratada (Satchivi et al., 
2000).  
 
En plantas de Sorghum halepense 15 a 37 % del  14C-glifosato permaneció sin 
absorberse sobre la superficie de las hojas tratadas seis días después de la 
aplicación, 6 a 10 % fue absorbido e inmovilizado en el área tratada, 18 a 47 % 
fue absorbido en el resto de las dos hojas tratadas por planta y 2 a 8 % fue 
translocado hacia los rizomas (Lolas y Coble, 1980). El 14C-glifosato se movió a 
todas las partes de la planta en dirección tanto acropeta como basipeta. Los 
síntomas de marchitamiento y amarillamiento debidos a glifosato en los vástagos, 
por debajo y por encima del área tratada, se observaron 24 a 48 horas después de 
la aplicación.  
 
En condiciones controladas, la absorción de glifosato parece no continuar 
después de tres días de realizada su aplicación sobre plantas de Convolvulus arvensis, 
Convolvulus sepium  y Cirsium arvense.  Sin embargo, Ipomoea purpurea y Polygonum 
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convolvulus  mostraron absorción adicional y movimiento fuera de la hoja tratada 
después de los tres días.  La cantidad del glifosato aplicado que migró desde el 
tejido tratado hacia otros tejidos de las plantas (translocación) varió en las 
especies vegetales estudiadas: Convolvulus arvensis (3,5 %); Convolvulus sepium (21,6 
%); Cirsium arvense (7,8 %); Ipomoea purpurea (6,5 %) y Polygonum convolvulus (5,0 %).  
El patrón de translocación seguido por glifosato fue vía simplasto en todas las 
especies estudiadas  (Sandberg et al., 1980).  
 
Feng et al., 2004 en un ensayo de absorción, translocación y metabolismo de 
glifosato en Conyza canadensis encontraron una absorción del 12,8 % en biotipos S 
y del  22,0 % en biotipos  R cuatro  a cinco días después del tratamiento,  con 
promedios finales a los 8 días de 18,0 % y 18,4 %.  La absorción diferencial no 
contribuye a explicar  la resistencia a glifosato en esta especie. Por el contrario, la 
resistencia a glifosato exhibió fuerte  correlación con la translocación hacia el 
resto de las hojas no tratadas y las raíces. La translocación hacia las raíces fue dos 
veces mayor en plantas de los biotipos S (40 vs. 20 %) que en los R. 
 
En condiciones de campo, ambos biotipos (S y R) de C. canadensis desarrollaron 
niveles similares de daño (50 a 67 %) 4 días después del tratamiento.  El 14C-
glifosato no absorbido desde la superficie foliar tratada (retención foliar) fue 
similar en S y R, oscilando entre 0,9 y 1,3 KBq por planta. Se observó una alta 
correlación lineal (r2 = 0,98) entre la concentración de la aspersión foliar de 
glifosato (0,21 a 2,52 kg ha-1) y la cantidad de glifosato retenido por la planta (55 
a 80,5 µg).  Debido a la reducción en la translocación y en la sensibilidad de los 
biotipos resistentes, se necesita una concentración más alta de herbicida para 
producir el mismo nivel de daño (Feng et al., 2004).  
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El metabolito del glifosato el ácido aminofosfónico (AMPA) es fitotóxico a las 
plantas, aunque es menos activo que glifosato y es metabolizado muy poco por 
las plantas.  Se conoce poco acerca de la degradación del glifosato a AMPA en 
plantas y se ha propuesto que el metabolismo  puede ocurrir por dos vías 
similares a las que ocurren en los microorganismos: una que involucra 
rompimiento oxidativo de los puentes C-N para producir AMPA y la otra 
rompimiento del puente C-P por la C-P liasa para producir sarcosina (Duke y 
Powles, 2008).  
 
El propósito de esta parte del estudio fue establecer  cual es el papel de la 
absorción, translocación y metabolismo en la resistencia de Parthenium 
hysterophuros L en la resistencia a  glifosato.  
 
4.4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Para estudiar la absorción y la translocación de glifosato y determinar su relación 
con la resistencia en poblaciones S y R de P. hysterophorus, se realizaron dos 
experimentos aplicando una modificación de la metodología utilizada por 
Fuentes & Gauvrit (2001). Para el estudio del metabolismo se realizó un 
experimento. Las muestras  se enviaron a los laboratorios de Monsanto Inc., en 
Saint Louis Missouri para su procesamiento. 
 
Las plantas de P. hysterophorus crecieron en el invernadero de la Facultad de 
Agronomía de la Universidad Nacional de Bogotá y provenían de plántulas 
obtenidas de semillas recolectadas en el campo y germinadas en turba.  Las 
plántulas se transplantaron a igual sustrato en vasos de icopor con fondo 
perforado para drenaje y se mantuvieron en  el invernadero a temperatura 
regulada diurna máxima de 32 º C y de 18 o C durante la noche con una 
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luminosidad máxima de 450 µmoles de fotones m-2 .s-2.  Allí se les proveyó de 
riego y fertilización periódicos con soluciones de nutrientes mayores y menores y 
se mantuvieron hasta el estado de cuatro  a cinco hojas verdaderas.  
 
4.4.1 Preparación de la solución de 14C glifosato 
Se partió de una solución acuosa de 14C glifosato marca Sigma con 95 % de 
pureza con una actividad específica de 0,2788 µCi (equivalente a 618936,7 dpm).  
Para preparar  500 µL de una solución con 300000 dpm se tomaron 121,4 µL de 
14C glifosato, 5 µL de Roundup® (sal isopropil amina de N-fosfonometil glicina 
LS de 360 g ea L-1), 5 µL de Carrier® y 368, 7 µL  de agua en un tubo 
Eppendorf.  Se homogenizó en  un agitador Mistral Mixer®. 
 
Previo a la aplicación sobre las hojas de las plantas se determinó la actividad de la 
solución que fue de 0,452 µCi  mL-1, se tomaron 10 µL de la solución de 14C 
glifosato, se colocaron en un vial y se les agregó 10 mL de cocktail Última Gold 
XRTM para centelleo de muestras acuosas y no acuosas con 14C (Packard 
BioScience Company, Research Parkway, Meriden, USA) y se midió la actividad 
en un contador de centelleo líquido multi-propósito (Beckman LS 6500, USA). 
 
4.4.2. Tratamiento de  las plantas de P. hysterophorus con 14C glifosato 
Las aplicaciones se realizaron sobre plantas de 4 a 5 hojas (60 días después de 
trasplantadas), se aplicaron 10.0 µL de la solución herbicida marcada (Roundup® 
SL + Carrier® + 14C-glifosato), con una microjeringa Hamilton MicroliterTM  de 
25 µL (Hamilton Bonaduz AG, CH-7402 Bonaduz/Switzerland), de 8 a 12 gotas 
sobre la hoja menos hendida y bien desarrollada del último par de hojas 
verdaderas. Se aplicaron 100268,4 desintegraciones por minuto (dpm) por planta 
equivalentes a 0.451 µCi.    
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Las plantas se colocaron en la cámara de crecimiento marca Lab Line  
Biotronette Mark III, a 25 º C y con una intensidad lumínica de 200 µmoles de 
fotones m-2 s-2 y tiempos de incubación de 2, 4, 8, 24, 48 y 96 horas,  tres 
repeticiones por tratamiento.  El experimento se realizó dos veces. 
 
Al cabo de cada tiempo de incubación las plantas se dividieron en tres partes: 
hoja tratada, resto de tejido aéreo y raíces. La hoja tratada se lavó con 1 mL de 
metanol al 80%, el enjuague se recogió en un vial y se le agregó 10 mL de cocktail 
Última Gold XRTM.  Los viales se agitaron en Mistral Mixer® y se midió su 
actividad en el contador de centelleo multi-propósito (Beckman LS 6500, USA), 
estandarizado para leer y releer un vial cada 10 minutos.  La radiactividad se 
expresó en desintegraciones por minuto (dpm). 
 
Las hojas tratadas, el resto de tejido aéreo y las raíces se empacaron por aparte en 
bolsas de celulosa y se pusieron a secar a 60º C en un horno Binder por 48 horas, 
al cabo de las cuales se llevaron a combustión a 900º C en un oxidador biológico 
Biological Oxidizer 0X600, R. J. Harvey Instruments Corporation, USA, 
previamente descontaminado tres veces con la combustión de una alícuota de  50 
mg de manitol.  
 
Para capturar el 14CO2 originado durante la combustión de cada sección de tejido 
se utilizaron 20 mL de cocktail (Harvey Carbon 14 Cocktail, R. J. Harvey 
Instruments Corporation, Hilledale, New Jersey 07642), en viales debidamente 
identificados. Después de cada combustión, la trampa de captura se lavó con 
metanol al 96%. A cada una de las muestras se les determinó su radiactividad en 
el contador de centelleo.  
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4.4.3. Variables evaluadas 
Para medir la absorción y migración del glifosato en cada una de las partes: hoja 
tratada, resto de parte aérea y raíces se calcularon las variables penetración, 
migración total, migración al resto de tejidos aéreos y migración a las raíces, 
expresadas en porcentaje y calculadas a partir de la actividad cuantificada, con las 
siguientes fórmulas: 
 
Tabla 4.1. Cálculo de las variables evaluadas 
Variables  (%) Cálculo 
Absorción (%A) 
 
%A = [(  dpm de toda la planta) / (dpm del 
enjuague +   dpm de toda la planta)]*100 
Migración total (%MT) 
 
%MT = [(  dpm de toda  la planta) - (dpm) hoja 
tratada) / (  dpm de toda la planta)]*100 
Migración al resto de tejidos aéreos 
(%RTA) 
% RTA = [(dpm en RTA) / (  dpm de toda la 
planta)]*100 
Migración a raíces (% R) 
 
%R = [(dpm en las raíces) / (  dpm en toda la 
planta)]*100 
  dpm en toda la planta = actividad (dpm) en la hoja tratada + actividad (dpm) 
en el resto de tejidos aéreos (RTA) + actividad (dpm) en las raíces. 
Estos resultados fueron sometidos a análisis de varianza bajo el programa SAS®. 
 
4.4. Metabolismo del glifosato 
Para estudiar el metabolismo de glifosato y determinar su relación con la 
resistencia en poblaciones S y R de P. hysterophorus, se utilizaron plántulas en 
estado de cuatro a cinco hojas verdaderas que crecieron en las mismas 
condiciones que las empleadas para el  estudio de absorción y translocación.  
 
Se aplicaron 10.0 µL de la solución herbicida Roundup® SL, en concentración de 
500 mg ea L-1 con una microjeringa Hamilton MicroliterTM  de 25 µL (Hamilton 
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Bonaduz AG, CH-7402 Bonaduz/Switzerland), de 8-12 gotas sobre la hoja 
menos hendida y bien desarrollada del último par de hojas verdaderas.  Las 
plantas se colocaron en la cámara de crecimiento marca Lab Line  Biotronette 
Mark III, a 25 ºC y con una intensidad lumínica de 200 µmoles de fotones m-2 s-2 
y tiempos de incubación de 2, 4, 8, 24, 48 y 96 horas,  tres repeticiones por 
tratamiento. 
 
Al cabo de cada tiempo de incubación las plantas se enjuagaron con agua,  se 
maceraron con N2 líquido y se congelaron a -20 º C, se secaron a 48 º C en un 
horno Binder por 48 horas, se enviaron a los laboratorios de Monsanto Inc. en 
Saint Louis, Missouri,  donde fueron analizadas por el protocolo de trabajo de 
Monsanto para detección de shikimato, que extrae el glifosato, S3P y AMPA 
según la metodología descrita por  Bohm et al., 2008 
Los resultados  se expresaron en µg por mg de peso seco, y se determinó la 
desviación estándar de los resultados. 
 
4.5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.5.1. Porcentaje de absorción 
La figura 4.1. presenta los resultados de la absorción de glifosato  a través del 
tiempo. La absorción inicial fue más rápida  estadísticamente en el biotipo 
sensible Isla, a las 2 y 4 horas después de aplicado, nivelándose a las 8 horas pero 
aumentando nuevamente en las 24 y 48 horas. A las 96 hda los dos biotipos 
habían absorbido cerca del 80% del herbicida aplicado. 
 
El modelo de absorción de 14C glifosato obtenido para los dos biotipos muestra 
que entre el porcentaje de absorción y el tiempo existe una relación de primero y 
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segundo orden. Igual lo expresan las ecuaciones calculadas en la figura 4.2. con 
un r2 ajustado de 0,9543 para el biotipo R y de 0.927 para el biotipo S.  Las  
curvas de regresión de la figura 4.2. muestran la tendencia de  la absorción del 
herbicida en los dos biotipos y reflejan un comportamiento similar. Los valores a 
través del tiempo fueron muy cercanos, aun cuando un poco mayores para el 
biotipo sensible.  Para los dos biotipos el análisis estadístico (Anexo 5.1) muestra 
un comportamiento similar de la absorción, así como medidas de esta variable 
estadísticamente iguales entre las 2 y las 4 horas después de la aplicación, entre las 
8 y las 24 horas y entre las 48 y las 96 hda (Tabla 4.2.). 
 
Las curvas de absorción del herbicida para ambas poblaciones siguieron patrones 
multifásicos, con una fase rápida de aumento continuo de la absorción hasta las 
24 horas después de la aplicación (hda) y una lenta desde las 48 hasta las 96 hda, 
cuando el proceso tiende a estabilizarse.  Este  resultado es parecido al reportado 
por Hetherington et al., 1998, quienes estudiaron este proceso con suspensiones 
de células en soya y maíz.  
 
Tabla 4.2. Porcentaje de absorción de 14C glifosato calculado con base en la 
cantidad de las dpm de todos los tejidos y las dpm del lavado de la 
hoja tratada. (Valores promedio de dos ensayos). 
 
 Porcentaje de absorción de 14C glifosato 
Tiempo (hda) Rioja (BR) Isla (BS) 
2 34,11a * 44,52a 
4 41,75a 51,76a 
8 55,11b 55,11b 
24 56,04b 60,23b 
48 74,39c 83,14c 
96 84,29c 83,95c 
* Valores con la misma letra dentro de una columna son iguales estadísticamente 
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Figura 4.1. Tendencia de la absorción total de 14C glifosato en P. hysterophorus, L, 
Rioja (BR) e Isla (BS), durante 2, 4, 8, 24, 48 y 96 horas después de la 
aplicación (hda), expresada como porcentaje de la actividad en dpm. 
 
 
 
Figura 4.2. Modelo de absorción de 14C glifosato en P. hysterophorus L, Rioja (BR) 
e Isla (BS), expresada como porcentaje de la actividad en dpm, medida 
a las 2, 4, 8, 24, 48 y 96 horas después de la aplicación (hda). 
 
La absorción se incrementó  con el tiempo en los dos biotipos y registró niveles 
similares a partir de las 8 hda resultados semejantes han reportado Simarmata et 
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al., (2003) en su estudio sobre absorción y translocación de glifosato en biotipos 
resistentes y susceptibles de L. rigidum.  
 
Estos valores fueron similares a los obtenidos por Rosario (2005), quien 
encontró que para los dos biotipos de P. hysterophorus la absorción sigue un 
comportamiento similar y que las diferencias no fueron lo suficientemente 
grandes para atribuir a este proceso la resistencia a glifosato.  En este trabajo la 
absorción de 14C glifosato fue cercana al 75 % a las 48 hda, valor que difiere del 
informado por Rosario (2005) para quien la cantidad de 14C glifosato absorbido 
por los dos biotipos fue inferior al 50 %.   
En trabajos de absorción, translocación y metabolismo de glifosato en biotipos 
resistentes y susceptibles de L. rigidum y Conyza canadensis, Feng et al., (1999 y 
2004), concluyeron que estos procesos y la absorción diferencial de glifosato en 
biotipos resistentes y susceptibles de Conyza canadensis no contribuyen en gran 
cantidad a la resistencia en esta especie  (Koger y Reddy, 2005). 
 
4.5.2. Migración  
La translocación del 14C glifosato en los dos biotipos tuvo un comportamiento 
algo diferente.  El BR (Rioja) presentó una fase lenta en las primeras 24 horas 
aumentando a las 48 horas a una mayor tasa que el BS (Isla).  En este biotipo  
(BS) aumentó en forma gradual a medida que pasó el tiempo,  así la translocación 
de 14C glifosato se caracterizó por una migración lenta al inicio, con una fase más 
rápida a las 8 horas y siendo más lenta a partir de este momento hasta las 96 
horas en donde se encontró diferencia entre los dos biotipos (BR) 17,7 %  y (BS) 
12%. (Figura 4.3).   
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En la Figura 4.4 se  puede observar que las líneas de regresión de la migración de 
14C-glifosato que aun cuando tuvieron la misma tendencia en los dos biotipos, las 
respuestas fueron diferentes. El comportamiento de la migración en “Rioja”  está 
descrito por la ecuación y = -0,0009x2 + 0,205x + 6,1414, con un r2 = 0,8104, 
mientras que en “Isla” es explicado por y = -0,0006x2 + 0,1202x + 6,2302 con un 
r2= 0,6988. Dichos modelos indican que entre el porcentaje de migración de 14C-
glifosato y el tiempo existe una relación de primer y segundo orden.  
 
En los dos biotipos de P. hysterophorus la actividad total recuperada de la 
radiactividad aplicada fue similar, de 101,8% para el resistente y para el 
susceptible de 99,4%.   Lorraine-Colwill et al. (2003) y Feng et al. (1999), también 
informan que la recuperación de actividad es similar al estudiar la absorción de 
glifosato en Lolium rigidum.  La prueba de DMS para esta variable mostró 
diferencias significativas entre biotipos y altamente significativas en la interacción 
entre biotipos y los tratamientos de 48 y 96 hda en comparación con los otros 
tiempos de lectura. (Anexo 4.2).  En total, migró el 63,7%  del herbicida en Rioja 
y el 51,48% en Isla. 
 
La migración hacia  el resto de la parte aérea de la planta se presenta en la figura 
4.5.  Del 63,7 % que migró en el BR Rioja, el 41,5% se fue hacia la parte aérea y 
en Isla del 51,48%  migró  el 31,6%. 
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Figura 4.3. Migración de 14C glifosato en BR (Rioja) y BS (Isla) expresada como 
porcentaje de la actividad en dpm, medida a las 2, 4, 8, 24, 48 y 96 
horas después de la aplicación (hda) Promedio de dos ensayos 
 
 
 
Figura 4.4. Tendencia de translocación  de 14C glifosato en P. hysterophorus, L, 
Rioja (BR) e Isla (BS), expresada como porcentaje de la actividad en 
dpm, medida a las 2, 4, 8, 24, 48 y 96 horas después de la aplicación 
(hda). Promedio de dos ensayos 
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Figura 4.5. Migración de 14C glifosato en BR (Rioja) y BS (Isla) al resto de la 
parte aérea de la planta, expresada como porcentaje de la actividad en 
dpm, medida a las 2, 4, 8, 24, 48 y 96 horas después de la aplicación 
(hda). Promedio de dos ensayos. 
 
 
En los dos biotipos durante las primeras dos horas, el movimiento hacia el resto 
de la parte aérea fue similar, a las 4 hda fue más rápido en Rioja, similar a las 8 
hda y más rápido en el BR Rioja entre las 48 y 96 horas en comparación con el 
BS, Isla.  En cuanto el movimiento hacia la raíces (Figura 4.6.)  la tendencia fue, 
lento en los dos biotipos durante las primeras 8 hda, similar a las 24 hda y un 
poco más rápido a partir de las 48 hda para Rioja, para ser  casi igual para los dos 
biotipos a las 96 hda.  
 
Desde el punto de vista estadístico, la migración hacia la parte aérea mostró 
diferencias entre los dos biotipos y entre los tratamientos a las 4 y 96 hda (Anexo 
4.3.) mientras que en el transporte hacia la raíz no se presentaron diferencias 
entre biotipos, pero si a las  48  hda (Anexo 4.4). 
 106 
 
Figura 4.6. Migración de 14C glifosato en BR (Rioja) y BS (Isla) a las raíces de P. 
hysterophorus , expresada como porcentaje de la actividad en dpm, 
medida a las 2, 4, 8, 24, 48 y 96 horas después de la aplicación (hda). 
 
La mayor cantidad de 14Cglifosato permaneció en la hoja tratada (Figura 4.7, 
Tabla 4.3) en comparación con los demás órganos de la planta, siendo similar en 
los dos biotipos. 
 
Figura 4.7. 14C glifosato en BR (Rioja) y BS (Isla) que permaneció en la hoja 
tratada y se translocó al resto de la parte aérea y raíces  de P. 
hysterophorus , expresada como porcentaje de la actividad en dpm, 
medida a las 2, 4, 8, 24, 48 y 96 horas después de la aplicación (hda). 
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Tabla 4.3. Porcentaje de 14C glifosato en la hoja tratada (HT), Resto parte aérea 
(RPA) y raíz de P. hysterophorus expresada en porcentaje, a las 2, 4, 8, 
24,48 y 96 hda 
 
Rioja HT RPA Raíz 
2 95,56 3,67 0,77 
4 90,21 8,76 1,03 
8 91,53 7,32 1,15 
24 92,32 3,09 4,59 
48 84,33 8,17 7,49 
96 82,31 10,51 7,18 
        
Isla  HT RPA Raíz 
2 94,21 4,07 1,01 
4 94,92 4,07 1,01 
8 90,14 8,29 1,57 
24 91,26 3,91 4,83 
48 89,98 5,93 4,09 
96 88,00 5,28 6,72 
 
Al igual que muchas especies tratadas con glifosato, más del 60% del herbicida 
permaneció en la hoja tratada  y cerca del 10 al 15% se encontró  en el resto del 
tejido aéreo y la raíz (Monquero et al., 2004). 
 
Siendo similar la absorción de glifosato tanto en el BR como en el BS, la pérdida 
de eficacia en el primero podría ser atribuida a secuestración 
(compartimentalización) del herbicida en un sitio donde no tiene actividad 
metabólica, puesto que  para ser efectivo, el   herbicida necesita, después de 
aplicado, llegar al sito de acción (Duke, 1988).   Sin embargo, en este 
experimento no se encontró migración reducida en el BR, por lo que se pensaría 
que este mecanismo sería la causa de la resistencia en esta especie. 
 
Igual a  lo encontrado por otros investigadores quienes no observaron diferencias 
en absorción del glifosato entre especies susceptibles y resistentes (Feng, 1999),  
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no hubo diferencias en la absorción del 14Cglifosato por los dos biotipos de P. 
hysterophorus.  Estos datos que coinciden con los obtenidos por Simarmata et al. 
(2003) y los logrados en poblaciones de L. multiflorum por Pérez et al. (2004), 
donde no hay diferencias entre plantas susceptibles y resistentes en los patrones 
de distribución de  14C glifosato.   El herbicida tiende a acumularse en las puntas 
de las hojas en plantas resistentes.  Estas diferencias pueden ser debidas a una 
alteración del transporte celular del glifosato que confiere resistencia (Nandula et 
al., 2008). 
En cuanto a P. hysterophorus el hecho de que las curvas de absorción de 14C-
glifosato sean iguales entre ambos biotipos R y S, implicaría que el sistema de 
absorción de glifosato en estos biotipos pudiera funcionar igual, pues, aunque la 
naturaleza físico-química de la cutícula influencia el desarrollo de dicho proceso 
(Monquero et al., 2004; Devine et al., 1993; García Torres y Fernández-
Quintanilla, 1989) de acuerdo con las investigaciones adelantadas por Rosario, 
(2005) las ceras epicuticulares de las superficies foliares de P. hysterophorus de BS y 
BR son amorfas y por tanto,  no representan barreras físicas para la absorción en 
ambos biotipos.  
 
Los datos de comparación de movilidad del glifosato y las curvas de regresión de 
los dos biotipos obtenidos por Rosario (2005) muestran que la migración desde la 
hoja tratada hacia otros  tejidos es mayor en el biotipo Rioja que en Isla durante 
las primeras 24 hda, pero similar a las 48 hda,  por lo que la distribución del 
glifosato  explicaría que la migración hacia el follaje y las raíces tendría una fuerte 
correlación con la resistencia en P. hysterophorus. tal como lo encontraron  Feng et 
al. (2004), en biotipos resistentes y susceptibles de Conyza canadensis. 
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Así mismo habría que soportar la discusión sobre lo afirmado por Shanner 
(2009), quien dice que la potencia del glifosato es debida a su excelente 
translocación a los tejidos meristemáticos de las plantas, donde la ruta del ácido 
shikímico es inhibida de manera irreversible.  Por lo que no es sorprendente que 
una reducción en la translocación sea un mecanismo importante de resistencia al 
glifosato.  Aunque no se haya descubierto el mecanismo por el cual se reduzca la 
translocación o la importación a organelos en donde actúa el herbicida, cuando 
esto ocurra se podrá entender mejor el movimiento del glifosato en las plantas. 
 
4.5.3  Metabolismo de glifosato 
Los resultados del metabolismo del glifosato se presentan en la tabla 4.4  en 
donde se muestra la cantidad de ácido shikímico, shikimato 3 fosfato (S3P), 
glifosato y AMPA en µg por gramo de peso seco de la planta presente en los dos 
biotipos a las 2, 4, 8, 24, 48 y 96 hda. 
 
Tabla 4.4. Ácido shikímico, shikimato 3 fosfato, glifosato y  AMPA  en µg por 
gramo de peso presente en los tejidos de los biotipos Rioja (R) e Isla 
(S) a las 2, 4, 8, 24, 48 y 96 hda, medido por HPLC-MS 
 
 A. Shikimico  S3P  glifosato  AMPA 
Tiempo µg g-1 PS 
 Rioja Isla Rioja Isla Rioja Isla Rioja Isla 
2 6,0 7,3 ND 1,3 253,6 350,9 3,17 1,68 
4 7,7 7,8 ND 0,1 220,3 306,6 2,34 1,98 
8 12,4 8,6 ND 0,1 126,0 289,1 2,15 1,86 
24 3,2 20,2 ND 0,4 169,0 295,7 2,65 1,81 
48 14,5 17,7 0,2 ND 146,1 291,3 2,05 1,46 
96 1,4 59,7 0,3 ND 110,6 260,0 1,37 1,35 
 
 
En la  figura 4.8 se presenta el contenido de glifosato en µg por gramo de peso 
seco de tejido para los dos biotipos. 
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Figura 4. 8. Glifosato en µg por gramo de peso seco de tejido en biotipos (R) 
Rioja y (S) Isla a las 2, 4, 8, 24, 48 y 96 hda. 
 
La cantidad de glifosato por gramo de peso seco para el biotipo “Isla”  fue 
superior al encontrado en el “Rioja” en todos los tiempos observados. Para Rioja 
la cantidad de glifosato disminuyó a las 8 horas, siendo el menor valor a las 96 
horas.  Para el glifosato total  (Figura 4.9.) el glifosato permaneció en mayor 
cantidad en el biotipo (R)  Rioja, mientras que en Isla disminuyó rápidamente a 
partir de las dos horas, permaneciendo constante hasta las 96 horas, indicando 
que es rápidamente absorbido por la planta. (Anexo 4.) 
 
La cantidad de AMPA presente en los tejidos (Tabla 4. 4 y  Figura 4.10), es 
mayor en Rioja en las primeras 48 horas, siendo  igual para los dos biotipos a las 
96 horas después de la aplicación, lo cual muestra  que no hay diferencia en los 
dos biotipos en cuanto a detoxificación del herbicida a este metabolito. 
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Figura 4.9.  Glifosato total por planta en µg en biotipos (R) Rioja y (S) Isla a las 
2, 4, 8, 24, 48 y 96 hda. 
 
Los valores encontrados fueron bastante bajos en comparación con  los hallados 
por otros investigadores como Reddy et al. (2004), quienes informaron valores de 
42 µg por gramo de tejido un día después de la aplicación del herbicida. En 
cultivos de soya GR AMPA es el principal metabolito detectado en hojas y 
semillas, indicando que ocurre metabolimo del herbicida en este cultivo GR.  
Estos mismos autores en sus experimentos detectaron glifosato, shikimato y 
AMPA en soya GR a una concentración mayor siete días después de la aplicación 
disminuyendo a los 22 dda.  Esta disminución fue debida principalmente a la 
translocación del glifosato a otras partes de la planta y a degradación. Los niveles 
de ácido shikímico no se afectaron y la máxima cantidad de AMPA  se encontró 
un dda. Detección de AMPA después de un tratamiento con glifosato, sugiere 
que una GOX (glifosato oxireductasa) podría ser responsable de su conversión. 
 
En los experimentos realizados con P. hysterophorus los niveles de ácido shikímico, 
S3P, glifosato y AMPA, no muestran que éste sea el mecanismo de resistencia al 
herbicida que usa la planta. 
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Figura 4.10. AMPA µg por gramo de peso seco en biotipos (R) Rioja y (S) Isla a 
las 2, 4,  8, 24, 48 y 96 hda. 
 
Lo que confirma lo informado por Duke y Powles (2008), quienes indican que 
hasta hace muy pocos años no había suficiente documentación acerca de la 
degradación de glifosato a AMPA, a excepción de la soya GR, debido 
principalmente a la resistencia de  su EPSPs, por lo que  la planta sana puede 
metabolizar el herbicida.  Lo mismo informaron Monquero et al. (2004), quienes 
no detectaron metabolitos de glifosato en extractos de plantas  de I. grandifolia y 
A. hybridus, 72 horas después del tratamiento con glifosato.  En algunas especies 
de plantas el glifosato es metabolizado mientras que en otras es detectado como 
molécula intacta. 
 
Por lo que se considera que la absorción, migración y metabolismo del glifosato 
no son empleados por P. hysterophorus L. como mecanismos de resistencia al 
glifosato, aún cuando se observó que hay la tendencia en el BR “Rioja” de 
acumularse en las márgenes de las hojas, figura 4.11. 
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a) Rioja (BR),  glifosato a  
             1000                             300                   600 mg L-1     
1  
b) Isla (BS) glifosato a  
               2000                                            300 mg L-1 
Figura 4.11. Acumulación de  glifosato en los márgenes de las hojas en a) Rioja 
(BR) a 300, 600 y 1000 mg L-1 b)  Isla (BS ) a  2000 y 300 mg L-1                                            
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ÁCIDO SHIKÍMICO Y ACTIVAD DE EPSPs EN BIOTIPOS DE 
Parthenium hysterophorus  L. Y SU RELACIÓN CON LA RESISTENCIA 
A GLIFOSATO 
 
5.1. RESUMEN  
Con el objetivo de establecer si la resistencia de biotipos de Parthenium 
hysterophorus L. era debida a una sobre producción de la enzima EPSPs medida 
como aumento de los niveles de ácido shikímico y la I50 (cantidad de glifosato 
que es capaz de inhibir en el 50% la actividad de la enzima), se cuantificó la 
cantidad de ácido shikímico por el método de Cromartie et al. (2002) y la enzima 
cruda se extrajo y cuantificó por el método estandarizado por Sammonds et al. 
(2007).  La acumulación de shikimato en concentraciones significativamente 
mayores que el nivel base indican que los dos biotipos difieren en contenido del 
ácido, y el biotipo resistente lo acumula en menor grado. El bloqueo de la enzima 
EPSPs sería el efecto del glifosato sobre esta arvense, y como hay acumulación 
del ácido, los resultados indican que el mecanismo no es sólo una simple enzima 
insensible a glifosato, sino posiblemente una sobre producción de enzima.  La I50 
calculada para el biotipo resistente Rioja fue mayor que para el biotipo sensible, 
Isla.  El índice de resistencia IR (R/S) fue 8,43, lo que significa que para inhibir la 
enzima blanco del glifosato en una población de P.hysterophorus  R se requiere una 
dosis de glifosato 8,43 veces mayor que la requerida por una población 
susceptible.  Los datos sugieren que posiblemente la enzima mutante ha 
aumentado  los valores de la I50, por lo que habría que investigar si la mutación 
ocurre a niveles de prolina 106. 
 
Palabras clave: BR, BS, enzima cruda, IR,  enzima mutante. 
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5.2. ABSTRACT 
 
 
In order to establish if Parthenium hysterophorus biotype resistance was due to an 
over production of the enzyme EPSPS measured as increased levels of shikimic 
acid and I50. The level of shikimic acid was quantified by the Cromartie et al 
(2002) method.  The crude enzyme was extracted and quantified by the 
standardized method of Sammonds et al. (2007). The accumulation of shikimate 
in concentrations significantly higher than the base level indicated that the two 
biotypes differ in acid quantities and the resistant biotype has lesser shikimic acid.  
Blocking the enzyme EPSPS glyphosate would be the effect on this weed, and as 
there is accumulation of acid. The results indicate that the mechanism is not just 
a single enzyme insensitive to glyphosate. It may also be caused by enzyme 
overproduction. The I50 calculated for Rioja resistant biotype was higher than for 
the sensitive biotype, Isla.  The resistance index (R/S) was 8.43, which means to 
inhibit the enzyme target of glyphosate in a population of P. hysterophorus R 8.43 
more glyphosathe is needed compared to susceptible population. The data 
suggest that the mutant enzyme may have increased the values of I50, so research 
is needed to see if the mutation occurs at levels of proline 106. 
Key words: BR, BS, crude enzyme, IR, mutant enzyme.  
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5.3. INTRODUCCIÓN 
 
La resistencia a los herbicidas en el sitio de acción es uno de los mecanismos más 
comunes y puede identificarse al determinar la respuesta de la enzima al 
herbicida.  En el caso de glifosato, una de las causas de resistencia puede ser la 
sobreproducción del sitio de acción que es la 5-enol-pyruvylshikimato-3-fosfato 
sintasa (EPSPs), penúltima enzima en la ruta biosintética de los aminoácidos 
aromáticos, ruta en la que el metabolismo de los carbohidratos se liga a la 
biosíntesis de compuestos aromáticos.  Ocurre en los plastidios de 
microorganismos y en plantas, no en animales (Duke y Powles, 2008). 
La inhibición de la enzima EPSPs ocasiona una acumulación del shikimato 
principalmente en los tejidos meristemáticos.  Se ha demostrado que los genes 
que codifican la enzima EPSPs se expresan principalmente en los meristemos, 
por lo cual, para ser efectivo, el glifosato necesita ser translocado a los puntos de 
crecimiento de las plantas (Stalker, et al., 1985; Shaner, 2009; Priestman, et al., 
2005).  
 
La ruta metabólica del shikimato es una secuencia de siete reacciones metabólicas 
en las que fosfoenolpiruvato y eritrosa-4-fosfato se convierten en corismato, uno 
de los precursores de los aminoácidos aromáticos y de muchos metabolitos 
secundarios.  En el sexto paso del proceso, catalizado por la enzima EPSPs, entra 
una segunda molécula de fosfoenol piruvato (PEP) que, al condensarse con 
shikimato-3-fosfato, forma 5-enolpiruvil shikimato-3 fosfato (EPSP).  La enzima 
es monomérica, tiene un peso molecular de 48000 y ha podido aislarse tanto en 
organismos eucariotes como procariotes.  La cristalización de una EPSPs 
proveniente de Escherichia coli permitió su estudio y caracterización (Herrmann y 
Weaver 1999). 
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En los microorganismos esta ruta es regulada por inhibición y represión de la 
primera enzima, la DAHP, mientras que en las plantas no se ha identificado un 
inhibidor.  Esto sugiere que en éstas, la regulación de la ruta ocurre a nivel 
genético (Herrmann y Weaver 1999). 
 
EPSPs es el único blanco celular de glifosato, el cual no se une a la enzima sino 
que crea un complejo ternario enzima-shikimato-3-fosfato-glifosato, donde el 
herbicida remplaza al PEP.  Glifosato es el único herbicida que actúa sobre la 
EPSP sintasa. Varios estudios han demostrado que el grado de resistencia al 
herbicida está directamente relacionado con el nivel de la enzima (Duke y Powles, 
2008). 
 
Shikimato-3-fosfato y fosfoenol piruvato (PEP), sustratos de la enzima, se 
convierten en 5-enolpyruvilshikimato-3-fosfato (EPSP) y fósforo inorgánico en 
una reacción reversible.  Los productos relevantes de esta ruta son los tres 
aminoácidos aromáticos triptófano, tirosina y fenilalanina.  El glifosato es un 
análogo de PEP que, al ser tomado por la enzima en lugar del PEP, causa la 
inhibición de las biosíntesis de los tres aminoácidos (Figura 5.1).  El resultado es 
una acumulación de shikimato-3-P que se convierte rápidamente en ácido 
shikímico.  La inhibición de la EPSPs causa la disminución de los niveles de 
arogenato, precursor de la fenilalanina y la tirosina. En ausencia de glifosato, el 
arogenato se acumula y ejerce acción alostérica sobre la enzima DAHP sintasa, 
enzima clave en el suministro de shikimato-3-P. Cuando hay inhibición de la 
EPSPs por glifosato, los niveles de arogenato bajan, se libera la represión 
alostérica sobre la DAHP y se desregula toda esta ruta metabólica con una 
producción incontrolada de shikimato-3-fosfato con la consecuente acumulación 
de shikimato.   
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Figura 5.1.  Ruta biosintética del ácido shikímico, sitio de inhibición del glifosato y efecto 
regulador alostérico del arogenato sobre la enzima DAHP (línea punteada).  
Adaptado de Duke y Powles (2008).  
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Por esta ruta pasa entre un 20 y un 30 % del carbono fijado en la fotosíntesis por 
lo que la producción desordenada de ácido shikímico implica una desviación y la 
escasez de carbono necesario para formar compuestos intermedios en otras rutas 
metabólicas esenciales.  Se crea una deficiencia de intermediarios para el ciclo de 
Calvin (ciclo C3) que permite la fijación de CO2 en la formación de carbohidratos.  
Esta podría ser una de las principales causas de muerte de las plantas tratadas con 
glifosato (Duke y Powles, 2008).  Esta limitación ocasiona una disminución de 
los niveles de almidón y sacarosa en las hojas en donde se aplicó y se absorbió el 
glifosato con disminución del proceso de carga del floema y reducción del 
transporte de sacarosa a través de esta vía.  Como el glifosato se transporta por 
esta vía, en cierta medida, limita su propio transporte en la planta (Geiger y 
Bestman, 1999; Geiger y Fuks, 2002).  Las deficiencias de aminoácidos 
aromáticos también puede afectar la síntesis de proteínas y ser así una causa más 
de la muerte lenta de las plantas tratadas. 
 
Otro mecanismo de resistencia es la introducción de enzimas EPSPs a plantas 
con reducida afinidad al glifosato (ya sea por mutagénesis) o enzimas EPSPs 
provenientes de microorganismos o por la introducción de genes que 
metabolizan el glifosato en plantas, genes capaces de detoxificar el herbicida. 
 
La resistencia de sitio activo (SA) resulta de cambios en la EPSPs.  El primer caso 
de resistencia de sitio activo a glifosato informado fue el de Eleusine indica en 
Malasia, planta prolífica que puede producir hasta cuatro generaciones por año, 
sometidas a entre seis y ocho aplicaciones de glifosato por año.  Con esta presión 
de selección aparecen biotipos con niveles moderados de resistencia (índices de 
resistencia R/S entre dos y ocho) y un nivel de inhibición de actividad de la 
EPSPs (I50)  = 5  (Baerson et al.,  2002b). 
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Con este número de aplicaciones se acumuló shikimato en plantas susceptibles 
mientras que  la actividad específica de la enzima fue la misma en biotipos 
susceptibles y resistentes.   Por ello se concluyó que la resistencia se debía a una 
alteración que confería a la EPSPs baja sensibilidad al glifosato (Powles y 
Preston,  2006).  Esta reducción de sensibilidad se asoció con un cambio en la 
región que codifica para prolina en la posición 106, remplazada por serina o por 
treonina (Baerson et al., 2002a).  Algo similar ocurrió con biotipos de Lolium spp. 
resistentes a glifosato en Australia, Chile y California, en donde el cambio 
(Pro106-Ser) confiere niveles moderados de resistencia a glifosato (Powles y 
Preston, 2006: Simarmata y Penner, 2008).  Otros estudios realizados en 
California identificaron un biotipo resistente con  el cambio Pro 106-Ala 
(Jasieniuk et al., 2008).  En todos los casos estudiados la resistencia conferida por 
el cambio en Pro 106 de la EPSPs se hereda como un gene nuclear con 
dominancia incompleta.  Los niveles de resistencia son moderados pero 
suficientes para que las plantas sobrevivan a las dosis de campo y por lo tanto 
susceptibles de presión de selección por uso repetido de glifosato (Jasieniuk, 
1985; Bradshaw et al., 1997). 
 
La caracterización de malezas tolerantes a glifosato proporciona ejemplos de 
varios de estos mecanismos o de otros adicionales tales como aumento del flujo 
de carbono a través de la ruta del shikimato.  Todos estos mecanismos 
potenciales han sido la clave para el éxito de los cultivos transgénicos resistentes 
a glifosato.   
 
Debido a diferencias fisiológicas las plantas pueden compensar por la presencia 
de glifosato y reducir el daño (Westwood y Weller, 1997).  Tal como fue 
demostrado por tolerancia de dos biotipos de Convolvulus arvensis a glifosato 
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(Westwood y Weller, 1997), donde el biotipo resistente presentó una alta 
actividad de DAHP sintasa y altas concentraciones de compuestos fenólicos y 
una gran reserva de aminoácidos aromáticos  en ausencia de glifosato que en el 
biotipo sensible.  Este hecho permitió mantener por un largo periodo el 
metabolismo aun en presencia de glifosato (Pline-Snirc, 2006). 
 
Varias metodologías se emplean para detectar daño por glifosato y son útiles para 
indicar resistencia de una especie al herbicida, una de ellas es la detección de 
acumulación de ácido shikímico en tejidos tratados con herbicida. Shaner et al. 
(2005) describieron un ensayo in vivo como un método novedoso para detectar 
resistencia a glifosato, cuantificando ácido shikímico en discos de hojas y medido 
en el espectrofotómetro después de 16 a 23 horas de incubación.  Este tipo de 
ensayos puede usarse para diferenciar cultivos resistentes y susceptibles a 
glifosato que expresan una EPSPs insensible.  Sin embargo, el ensayo no ha sido 
usado para detectar resistencia debida a poca translocación y acumulación en los 
puntos de crecimiento de las plantas. 
 
Para determinar la actividad de la enzima EPSPs, Monsanto St. Louis presenta un 
método de cuantificación de la actividad  de la EPSPs en donde la liberación 
constante de fosfato en presencia de glifosato permite una estimación de la 
constante de inhibición por determinación de la I50 (Sammonds et al., 2007). 
 
El objetivo de esta investigación fue establecer si la resistencia del biotipo ”Rioja” 
es debida a una sobre producción de la enzima EPSPs medida como aumento de 
los niveles de ácido shikímico y la I50 (cantidad de glifosato capaz de inhibir en el 
50% la actividad de la enzima). 
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5.4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.4.1.  Cuantificación de ácido shikímico 
 
Un método empleado para establecer resistencia de biotipos a glifosato es 
cuantificar el ácido shikímico, por medio del método espectrofotométrico, 
desarrollado y patentado por Cromartie y Polge (2002) y modificado por Koger et 
al. (2005).  Los experimentos se realizaron para ver la utilidad de la metodología 
de ensayo de discos por espectrofometría y detectar acumulación de acido 
shikímico después de una aplicación de glifosato. Este método es rápido y 
sencillo con respecto a otros métodos empleados para detectar shikimato (Brien 
et al., 2007)  Con el siguiente protocolo adaptado de la metodología seguida por 
los laboratorios de Monsanto St. Louis, USA. (Sammons, comunicación personal 
2007). Se cuantificó el ácido shikímico:  
 
Con un sacabocados se tomaron discos de 0,6 mm. de diámetro de dos a tres 
hojas de plantas de biotipos R y S de  P.  hysterophorus que crecieron en el 
Invernadero de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Bogotá 
provenientes de la siembra de semillas en bandejas de germinación en turba.  
Ocho días después se obtuvieron las plántulas que se transplantaron a igual 
sustrato en vasos de icopor con fondo perforado para drenaje y se llevaron al 
invernadero a temperatura diurna máxima regulada de 32 y de 18o C día/noche y 
una luminosidad máxima de 450 µmoles de fotones m-2 .s-2.  Allí se les proveyó 
de riego y fertilización periódicos con soluciones de nutrientes mayores y 
menores y se mantuvieron hasta el estado de 7  a 8 hojas.  
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1. Se tomaron en total de 9-12 discos  por cada dosis de glifosato, con dos 
repeticiones, evitando en lo posible tomar las venas.  Se pesaron cada uno 
de los discos uno a uno y se anotó el peso. 
2. Todos los discos se  colocaron en platos Corning de polipropileno de 12 
pozos. Un pozo por concentración. 
3. A cada pozo se le añadieron 2 mL de solución de glifosato preparada a 
partir de Roundup® 480 LS, en concentraciones de 0, 1, 10, 100  y 1000 
mg ea de glifosato L-1, en NH4H2PO4, 10 mM, preparado en HCl 0,001 N, 
más 1 mL de Tween 80 al 0.1% y con un pH final de 4,4. 
4. Los discos se incubaron  tapados por 48 horas a 25oC, en una cámara de 
crecimiento LAB Line  Biotronette Mark III, a 120 µmoles de fotones m-2 
s-1. 
5. Para extraer el ácido shikímico, se removieron los discos de los platos, se 
secaron al aire y se colocaron 4 discos en tubos eppendorf  de 1,5 mL, 
(tres tubos por tratamiento) se añadió 1 mL de H2SO4 0,25 N, en hielo 
seco, se congeló y descongelo  dos veces. Entre congelado y descongelado 
se mezclaron en un Vortex.  
6. Al final de esta incubación los discos estaban de color verde grisoso, 
indicando una penetración total del ácido al tejido. 
7. Alícuotas de 50 µl se transfirieron a celdas de espectrofotómetro, se 
añadió 200 µl de solución de acido periódico (0,5%) y metaperiodato de 
sodio  (0,5%) mezclados en proporción 1:1.  
8. Se incubaron  en  un horno Binder® programado durante 45 minutos a 37 
o  C. 
9. Se añadió 200 µl de la solución de sodio (Hidróxido de sodio 1,2 N - 
sulfito de sodio 0,44 M en proporción 1:1). 
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10. Se leyeron dentro de los 30 minutos siguientes a una densidad óptica de 
380 nm. en el espectrofotómetro Marca Biomate 3.  
11. Paralelo a la lectura se desarrolló  un espectro  y una curva de ácido 
shikímico  
12. Los estándares se trataron de igual manera que las muestras.  
 
5.4.2. Curva de preparación ácido shikímico 
Se preparó una curva de acido shikímico de concentraciones 0, 20, 40, 60, 80, 100 
y 200 µg mL-1 a partir de una solución de ácido shikímico de 1 mg mL-1, se utilizó 
como solvente el H2SO4  0,25 N  (Tabla 5.1). 
Las diluciones se guardaron a 4 oC para ser  utilizadas para  las pruebas  
posteriores, se  realizaron un total de seis pruebas para estandarizar.  
 
Tabla No. 5.1. Preparación de la curva de ácido shikímico a partir de 1 mg mL-1 
Concentración Ácido 
Shikímico µg mL-1 
Ac. Shikímico µL de 1 mgr 
mL-1 µL H2SO4 0,25 N 
0 - - 
20 100 4900 
40 200 4800 
60 300 4700 
80 400 4600 
100 500 4500 
200 1000 4000 
 
5.4.3.  Extracción de la enzima 
 La enzima  EPSPs se extrajo de los tejidos más jóvenes de plantas de P. 
hysterophorus  biotipos Rioja e Isla, que estaban creciendo en el invernadero de la 
Facultad de Agronomía, Bogotá.  Se cosecharon los tejidos superiores de las 
plantas, en papel de aluminio, sobre hielo seco y se mantuvieron a -70 ºC hasta el 
momento de su extracción. 
Para extraer la enzima se colocaron 40 gramos de tejido joven en un mortero 
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previamente enfriado en hielo seco.  El tejido se maceró con nitrógeno líquido y 
se añadieron 5 g de PVPP, permitiendo que el PVPP se mezclara con el tejido.   
Se añadieron 250 mL. de buffer de extracción, cuya composición se presenta en 
la tabla 5.2. 
 
Se ajustó el pH a 7,0 y se mantuvo  a 4 º C hasta el momento de usarlo.  
Se añadió  -mercaptotanol 10mM  en proporción 1: 5 tejido: buffer y se 
mantuvo  siempre a 4 º C.  El buffer de extracción tenía el doble de la 
concentración de inhibidores de proteasas (tripsina, peptastin o leupeptin), 
mantenidos a -70 º C hasta el momento de la extracción, se añadió una alícuota al 
buffer en el momento de la extracción. Se guardaron 10 mL de buffer que se 
usaron para resuspender el pellet final. 
 
El tejido molido fue transferido a un beaker sobre hielo y se añadieron 240 mL. 
del buffer de extracción, se homogenizó, evitando la formación de espuma. Se 
centrifugó a 15000 rpm a 4 º C por 40 minutos, en una centrífuga marca 
Eppendorf  5804R, se colectó el sobrenadante y se centrifugó a 20000 rpm a 4 ºC 
 
Tabla 5.2.  Buffer de extracción 
MOPS 100 mM 
EDTA 5 mM 
Glicerina 10% 
KCl 50 mM 
Benzamidina 0,5 mM 
Peptastin 7,3 mM 
Leupeptina 4,2 mM 
Inhibidor de tripsina 25 mg 
 
por 20 minutos.  Se decantó el sobrenadante sobre una gasa a un beaker sobre 
hielo.  Lentamente se añadió sulfato de amonio de acuerdo con la tabla de 
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saturación ((Tabla, p. 291 of  Deutscher’s Methods in Enzymology, Vol. 182) 
hasta un 40 %  (226 g  L-1) se mezcló lentamente por 10 minutos, siempre a 4 ºC. 
Se centrifugó a 20000 rpm por 30 minutos.  Se guardó el primer pellet, para 
usarlo posteriormente. El sobrenadante fue sobresaturado lentamente con sulfato 
de amonio al 70 % (187 g L-1) mezclando lentamente por 20 minutos, se 
centrifugó a 20000 RPM por 30 minutos.  Se decantó el sobrenadante y el pellet 
se disolvió en el buffer de extracción guardado.  La solución obtenida se dializó 
durante la noche en 2L de buffer de diálisis (tabla 5.3).  
 
El  pH se ajustó a 7,0 y el buffer se mantuvo a 4 ºC hasta el momento de usarlo. 
Para la diálisis se  utilizó una membrana de diálisis 30 mm, 10000MWCO 
Spectrum, a 4 º C sobre un plato mezclador.  A las 12 horas se concentró en 
filtro Millipore Centiprep Centrifugal Filter, hasta tener de 1,5 a 2 mL de extracto 
final.  El extracto se guardó a -20 º C hasta la determinación de la enzima. 
 
Tabla 5.3.  Composición del buffer de diálisis 
MOPS 10 mM 
Glicerina 0,5% 
EDTA 0,5 mM 
B-mercaptoetanol 2,5 mM 
 
5.4.4. Cuantificación de la enzima 
  
Para cuantificar la enzima se utilizó la metodología propuesta por Sammons et al. 
(2007), en la que se usa el EnzCheck Phosphate Assay Kit E6646, vendido por 
Molecular Probes. Este método está basado en el propuesto originalmente por 
Webb (1992).  En presencia de fósforo el sustrato 2-amino-6-mercapto-7 metil 
purina ribósido (MESG) se convierte por acción enzimática de la purina 
nucleósido fosforilasa (PNP) a ribosa 1-fosfato y 2-amino-6-mercapto-7-metil 
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purina, conversión que puede medirse por espectrofometría a una absorbancia 
máxima de 360 nm. 
La enzima PNPasa libera fosfato al fosforilar la unión nucleosida del MESG 
aumentando la absorbancia debido a la liberación de la purina modificada. 
Cuando se mantiene un exceso de la enzima PNPasa acoplada, se determina la 
tasa de fosfato producida en la reacción de la EPSP.  La enzima purina 
nucleótido fosforilasa (PNPasa) limpia el fosfato a la unión fosforilada de 2-
amino, 6-mercapto, 7-metil-purina ribosido (MESG) aumentando la absorbancia 
a 360 nm debido a la liberación de la purina modificada. Cuando se mantiene un 
exceso de la enzima PNPasa acoplada, se permite determinar la tasa de fosfato 
producido en la reacción de EPSPs.  
 
Se realizó un ensayo preliminar de liberación de fósforo, añadiendo los reactivos 
en el siguiente orden: 500uL de buffer de ensayo, 250 µL de agua para HPLC, 
200uL de MESG, 1mM, 10 µL de PNP 100 U mL-1 y 40 µL  del estándar de 
fosfato, se siguió el protocolo del kit para preparar el MESG, PNP y el fósforo 
estándar, se leyó en el espectrofotómetro marca Biomate 3. a 360 nm y se realizó 
una curva con diferentes concentraciones de fósforo. Para estudiar la cinética de 
la enzima se añadieron los componentes del Kit en el siguiente orden: 500 µL de 
buffer de ensayo, 175 µL de agua para HPLC, 200 µL de MESG 1mM, 10 µL de 
PNP 100 U mL-1, 50 µL de S3P 10 mM, 25 µL de PEP 50 mM y 40 µL de EPSPs 
dializada (extracto crudo). Cada vez que se añadían los componentes de la 
reacción se mezclaban bien invirtiendo la cubeta tapada con Parafilm.  Se usaron 
jeringas para inyectar PNP, S3P, PEP, EPSPs (extracto crudo). Para cuantificar la 
inhibición del glifosato en los dos biotipos, se añadió 40 µL de glifosato de las 
siguientes concentraciones: 0, 0,1, 1, 10, 50, 100, 200, 1000 y 2000 µM, preparado 
a partir de glifosato puro con un peso molecular de 169,07 gramos y 99 % de 
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pureza. Se encontró la pendiente entre el 5 y 25 % de la reacción, la velocidad de 
la reacción en µmoles por segundo,  se calculó el porcentaje de inhibición 
respecto al testigo y con esta información se encontró la regresión no lineal y la 
I50 de cada uno de los biotipos, empleando el modelo log-logistic.  
 
5.5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.5.1 Cuantificación del ácido shikímico 
Para poder calcular la concentración de ácido shikímico en los dos biotipos fue 
necesario realizar una curva de calibración cuya información se presenta en la 
tabla 5.4 y figura 5.2. 
 
La curva de calibración presentó una ecuación de y = 0,024X - 0,032 con un r2 de 
0,973, la cual fue apropiada para calcular el contenido de ácido shikímico en los 
biotipos evaluados.  A los valores obtenidos se les restó el valor obtenido con 
concentraciones de 0 glifosato, esto debido a que las plantas poseen 
concentraciones  inherentes de ácido shikímico, independientes de la 
acumulación debida al efecto ocasionado por el glifosato. 
 
Las concentraciones de ácido shikímico de Rioja e Isla en presencia de dosis 
variables de glifosato se presentan en la tabla 5.5 y en las figuras 5.3 y 5.4. 
 
Para el BS (Isla) los valores de ácido shikímico incubado en todas las 
concentraciones de glifosato fueron superiores a las del BR (Rioja), a 10 mg L-1 
de glifosato el valor fue de 6 veces el de Rioja. 
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Tabla 5.4.  Curva de calibración de Ácido Shikímico 
Concentración Ácido Shikímico µg mL-1 Absorbancia 360 nm 
0 0 
20 0,255 
40 1,209 
60 1,452 
80 1,862 
100 2,422 
 
 
 
 
Figura 5.2. Curva de calibración de ácido shikímico, usada para calcular la 
cantidad de ácido en los dos biotipos de P. hysterophorus 
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Tabla 5.5.  Contenido de ácido shikímico (µg g-1 peso fresco) en los biotipos 
Rioja e Isla, determinado por el Método patentado de Cromartie y 
Polge, 2002 y modificado por Shaner et al., 2005. 
 Ácido Shikímico (µg g-1 peso fresco) 
Glifosato mg L-1 Rioja (BR) Isla (BS) 
1 24 266,7 
10 213,1 1384, 
100 1300,9 2225,2 
1000 2339,6 2814,2 
 
A medida que aumentaba la dosis se encontraron diferencias pero estas no 
fueron tan marcadas así; en 100 mg L-1 de glifosato, las diferencias fueron 1,7 
veces y en 1000 mg L-1 la diferencia fue de 1,2 veces mostrando que en el biotipo 
sensible hay mayor acumulación de ácido shikímico en todas las concentraciones 
de glifosato en comparación con el biotipo resistente. 
 
Figura 5.3.  Contenido de ácido shikímico en Rioja (BR) e Isla (BS) extraído y 
cuantificado de acuerdo con la metodología de Cromartie y Polge  
2002) y Shaner et al., 2005.  
 
Desde el punto de vista estadístico (Anexo 5.1), con un r2 de 0,99 y un coeficiente 
de variación de 3,71 %, se presentaron diferencias significativas con una 
probabilidad de <0,0001, entre biotipos y tratamientos y en la interacción biotipo 
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x tratamiento, tanto para el error tipo I y tipo III. Al aplicar la prueba de 
comparación LSD sólo se presentaron  diferencias a nivel de 0,0001 entre 
biotipos a 10 mg L-1  de glifosato.  Mostrando que es menor la producción de 
ácido shikímico en el BR (Rioja), indicando que la enzima puede tener menor 
sensibilidad al glifosato. La comparación de  las diferencias relativas de 
acumulación de ácido shikímico en respuesta al aumento de las concentraciones 
de glifosato, se hizo utilizando un análisis de regresión lineal (Figura 5.4).  
 
La acumulación de shikimato (Figura 5.4) en concentraciones significativamente 
mayores que el nivel base indican que los dos biotipos difieren ya que aún cuando 
los dos aumentan el contenido de ácido shikímico el resistente lo hace en menor 
grado.   
 
 
Figura 5.4. Tendencia de la acumulación de ácido shikímico en plantas de    
P. hysterophorus Rioja e Isla tratadas con glifosato. 
 
El bloqueo de la enzima EPSPs sería el efecto del glifosato sobre esta arvense, 
por lo que menos herbicida implicaría menos shikimato, comparando con 
trabajos que informan valores de con GR50 menores,  no se esperaría una 
 137 
acumulación de shikimato en una población resistente pero como hay 
acumulación del ácido, los resultados indican que el mecanismo no es sólo una 
simple enzima insensible a glifosato (Mueller et al., 2003). 
 
Niveles base diferentes de ácido shikímico pueden reflejar diferencias en la 
función del tejido o pueden sugerir una lenta incorporación del ácido shikímico a 
los productos de la corriente floemática, pero no existen pocos estudios sobre 
niveles endógenos de ácido shikímico en tejidos vegetativos o reproductivos. Los 
niveles de ácido shikímico están en general de acuerdo con los encontrados en 
otras plantas sensibles tratadas con glifosato (Pline et al., 2002).   
 
En el análisis de shikimato en C. canadensis en ausencia  de glifosato los tejidos 
foliares contenían concentraciones entre 18-25 µmol g-1 de tejido seco en todas 
las poblaciones estudiadas. Los niveles basales aumentaron sigmoidalmente 
cuando se incrementaron las dosis de glifosato hasta un máximo de 113-133 
µmol de ácido shikímico g-1 de tejido seco y la cantidad de glifosato necesaria 
para inhibir la mitad de la EPSPs  estuvo cercana a 2,0 kg ha-1 en contraste  a la 
dosis de 3,1 – 4,4 kg ha-1 requerida para poblaciones seleccionadas como 
resistentes (Zelaya et al., 2004 y 2005).  En experimentos con esta misma arvense 
adelantados en sistemas de cultivos en el Valle Central de California Hanson et al. 
(2009), encontraron que la acumulación de shikimato fue mayor para el biotipo 
sensible, con resultados similares a los encontrados por Kogger et al. (2005. 
 
En estudios con girasol se encontró acumulación de shikimato a los 1, 4, 7 y 14 
días después de la aplicación, más rápidamente que en otras especies, a los 14 días 
glifosato a las dosis más altas permaneció detectable en todas las tres especies. En 
las plantas que recibieron menos glifosato sus niveles de shikimato no fueron 
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significativamente mayores que los controles no tratados. La técnica de Cromatie 
y Polge (2002) es tan rápido como simple con respecto a otros para detectar 
shikimato aun antes de que aparezca el daño por el herbicida. (Henry et al., 2007). 
 
En otros estudios en Lolium multiflorum de California  y Oregon la acumulación de 
ácido shikímico fue similar en todas las plantas después 10 días de la aplicación 
de glifosato pero a los 4 y 7 días después, plantas sensibles acumularon 
aproximadamente de dos a tres veces más ácido que las  plantas R.   Al hacer 
secuenciación del cADN se encontró que la región que codifica para EPSPs 
reveló dos codones diferentes, ambos codifican para prolina en la posición 106 
en individuos S. En contraste todas las plantas R  no presentaron mutaciones en 
el sitio 106.  Las plantas S presentaron sustituciones de prolina por serina y las R 
remplazo de prolina con alanina. Los autores Concluyeron que la resistencia a 
glifosato está ampliamente dispersa en poblaciones de California y que la 
resistencia es debida a la alteración del sitio blanco del herbicida. (Jasieniuk, et al., 
2008). 
 
5.4.2.  Cuantificación de la enzima 
Los datos de experimentos duplicados con dos repeticiones fueron analizados 
con una regresión no lineal y fijados con la ecuación log-logistic. La figura 5.5 
presenta la actividad de la enzima (extracto crudo) de los dos biotipos de 
P.hysterophorus  en presencia de 0, 0,1, 1, 10, 50, 100, 200, 1000 y 2000  µmol  de 
glifosato. 
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Figura 5.5. Actividad de la EPSPs extracto crudo de biotipos de P.hysterophorus 
en presencia de 0, 0,1, 1, 10, 50, 100, 200, 1000 y 2000  µmol  de 
glifosato 
 
La tabla 5.6. presenta los valores obtenidos para el modelo log-logistic y la  figura 
5.6 los datos ajustados con el modelo, para el biotipo resistente (BIO1) y el 
biotipo sensible (BIO2). 
Al examinar los resultados obtenidos (Figuras 5.5 y 5.6), se encontró que ambos 
biotipos variaban con las concentraciones de glifosato, indicando que la 
resistencia no estuvo asociada con sobre expresión de la enzima.   
El análisis de cálculo de la I50 con el modelo log logistic mostró que la actividad 
del  (BS) Isla y Rioja (BR)  fue de 18,92 µm  y 159,6 µm,  respectivamente, lo que 
indicaría que el biotipo resistente expresa una EPSPs con sensibilidad reducida al 
glifosato. 
 
En el procedimiento NLIN para la enzima el modelo presentó una diferencia 
significativa (P < 0,0001) entre los dos biotipos (Anexo 5.2).   
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Tabla 5.6.  Respuesta del modelo log-logistic en Rioja e Isla para inhibición de la 
enzima (extracto crudo) con relación al testigo 
y = C + (D-C) / (1+ exp. b (log x - log I50) 
 C D b I50 
Límite 
inferior 
Límite 
superior 
Rioja -27,0301       99,7377         0,3795            159,6         179,5        498,6 
Isla -75,2304      21,1703 0,3643        18,9237       26,9964      64,8437 
R/S     8,43   
 
Figura 5.6. Ajuste de la curva  con el modelo log-logistic, para el biotipo 
resistente  (BIO1) y el biotipo sensible (BIO2) de P. hysterophorus. 
 
En lo que respecta a la inhibición de la enzima proporciona un modelo no lineal 
que describe la relación entre la inhibición de la enzima y la concentración de 
glifosato, con un r2 de 0,7222 para Rioja y 0, 6302 en Isla.  La respuesta del 
biotipo sensible en general presentó un aumento de la inhibición con respecto al 
control, a medida que la dosis de glifosato aumentó.  La suma de cuadrados del 
modelo que representa la relación entre los porcentajes de inhibición de la 
enzima de P. hysterophorus  y la concentración del herbicida mostró diferencia 
significativa  (P < 0,0001) entre los dos biotipos (Anexo 5.2).  La I50 (inhibición 
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del 50% de la actividad de la enzima) calculada para el biotipo resistente Rioja es  
mayor que para el  biotipo sensible, Isla (tabla 5.6).  El índice de resistencia IR 
(R/S) es  
8, 43,  lo que significa  que para inhibir la enzima blanco del glifosato en la 
población de P. hysterophorus  R se requiere una dosis de glifosato 8,43 veces que la 
requerida para la población susceptible. 
 
La inhibición de la EPSPs por el glifosato es competitiva con respecto al sustrato.  
Esto ha sido propuesto en arvenses resistentes a glifosato debido a que la enzima 
resistente no proporciona suficiente EPSPs para soportar la biosíntesis de los 
aminoácidos aromáticos bajo condiciones limitadas de PEP (Bradshaw et al., 
1997) 
 
Al  comparar con trabajos realizados con C. canadensis en la que se presentan 
varias hipótesis respecto a la resistencia a glifosato, se encontró que puede haber 
varias isoformas de la enzima  y ellas pueden ser las responsables de varios 
grados de inhibición por el glifosato.  Otra posibilidad podría ser la presencia de 
una EPSPs alterada; en este escenario el glifosato liga la enzima  al citosol, lo que 
ocasionaría que las plantas después de determinado tiempo pueden continuar con 
su crecimiento vegetativo, ya que la enzima alterada  puede restaurar lentamente 
la ruta de disminución del glifosato (Mueller et al., 2003).  Cuando hay 
acumulación de glifosato en los dos biotipos se puede pensar en una enzima 
insensible que contiene enzimas adicionales capaces de detoxificar lentamente 
herbicidas como glifosato. 
 
En el año 2006 Wakelin y Preston identificaron una mutación sencilla en la 
EPSPs de un rye grass rígido en Australia que cambió el aminoácido en la 
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posición 106 de prolina a treonina.  Otros biotipos de Lolium rigidum en los que se 
evaluó la actividad de la enzima, se encontró que los biotipos R presentaron  una 
gran inhibición en presencia de glifosato  5, 50, 500 y 5000 µm y su I50 fue de 91 
veces, valores muy superiores a los encontrados en estos experimentos 
(Simarmata y Penner, 2008) 
 
En otro informe, Pérez-Jones et al. (2007),  no identificaron diferencias en el 
ADNc de la EPSPs entre biotipos sensibles y resistentes de  Lolium multiflorum 
Lam.  Esta situación fue diferente de la situación ocurrida  en Eleusine indica en 
Malasia en la que se encontró un gen de la EPSPs alterado en el biotipo resistente 
(Baerson et al., 2002b).  
 
En estudios entre biotipos S y R de ryegrass rígido en Australia, se encontró que 
el nivel de expresión de la EPSPs no fue significativamente diferente entre los 
biotipos, y la actividad enzimática fue igualmente  sensible a la inhibición por 
glifosato  (Lorrraine-Colwill et al., 2003).  Sin embargo, se observó aumento en 
los niveles de actividad enzimática del ARNm basal de la EPSPs en el biotipo R, 
pero sin diferencias aparentes entre biotipos S y R (Baerson et al., 2002 a), 
sugiriendo que el mecanismo de resistencia a glifosato no podría estar basado en 
el sitio de acción; lo único fue la acumulación de acido shikímico en biotipos 
sensibles después de la aplicación, esta evidencia soporta la hipótesis basada en 
que los mecanismos de resistencia a glifosato involucran la ruta del ácido 
shikímico (Baerson et al., 2002a; Lorraine-Colwill et al., 1999, 2003; Simarmata et 
al., 2003). 
 
La información sobre un gen de EPSPs truncado de ARNm de ryegrass rígido en 
Australia publicado en la página Web de The National Center of Biotechnology 
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Information (NCBI, 2007; accession AF349754), mostró que no se encontró 
cambio en el ARNm del plastidio de la EPSPs.  Wakelin  y Preston (2006) 
identificaron una mutación sencilla en EPSPs en ryegrass rígido en Australia que 
cambió el aminoácido 106 de prolina a treonina.   
 
Al comparar otros  resultados obtenidos con la metodología propuesta por 
Sammons et al. (2007), en donde demostraron que la enzima EPSPs resistente a 
glifosato en  Amaranthus palmeri  es más sensible a glifosato que la enzima 
proveniente de E .coli,  ampliamente estudiada, por lo consiguiente esta enzima 
de A. palmeri  parece que no utiliza el mecanismo de resistencia de modificación 
de la enzima.   Lo que si se podría proponer con el  extracto crudo  de la enzima 
de P. hysterophorus es que esta es menos inhibida  por glifosato, ya que hay 
suficiente herbicida para inhibir la actividad enzimática. Por lo que  los resultados 
del este estudio sugieren que posiblemente la enzima mutante ha aumentado, por 
lo que habría que investigar si la mutación ocurre a niveles de prolina 106.  
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DISCUSIÓN GENERAL 
 
El número de especies de maleza que evolucionan biotipos resistentes a las 
medidas de control aumenta en proporción al uso repetido de éstas.  La aparición 
de biotipos resistentes (BR) es consecuencia de procesos evolutivos básicos que 
ocurren dentro de una población de una especie expuesta a dichas medidas de 
control, entre las que se incluye, por supuesto, el uso de los herbicidas.  Entre los 
numerosos individuos que  componen una población, existen uno o unos pocos 
con capacidad natural para sobrevivir a una medida de control efectiva contra la 
mayor parte de la población.  Logran reproducirse entre ellos y así proliferar en 
detrimento de la población susceptible que, en la práctica, puede llegar a 
desaparecer.  Con frecuencia los agricultores acuden al uso repetido e 
intensificado de la misma medida, lo que es igual a aumentar la presión de 
selección de la misma sobre la población y agravar el problema en niveles 
insospechados.  
 
Con referencia a glifosato, herbicida comercial desde 1974, el mismo HRAC 
presenta un resumen en el que el primer caso de resistencia se documentó en 
1996 en la especie gramínea Lolium rigidum en Australia.  A partir de entonces se 
documenta para esta especie casi un nuevo caso anual, hasta un número de doce 
en 2006 y en diversas partes del mundo, así: cinco casos en Australia, dos en 
Francia, dos en Sudáfrica, uno en España, uno en los EUA y uno en Italia.  Hasta 
2008, otras quince especies habían desarrollado biotipos resistentes a este 
herbicida según el mismo Comité (2009).  Del total de 51 casos referidos, (42 
más del 80%) provienen de los EUA.  Los datos anteriores apoyan la afirmación 
de Powles y Preston (2006) de que los factores determinantes de la evolución de 
biotipos resistentes de malezas a glifosato promueven una tasa de evolución más 
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rápida de lo predicho en los primeros años.  En cuanto a Colombia, el primer 
caso de resistencia a glifosato se documentó en 2004 para la especie dicotiledónea 
Parthenium hysterophorus L. en el área frutícola del Valle del Cauca, donde este 
ingrediente fue el herbicida de elección, muchas veces el único, desde 1978 
cuando se evidenció la presencia de esta maleza y su susceptibilidad a 
Roundup®.   
 
Glifosato es el herbicida más utilizado en el mundo.  Tanto que para 2005 se 
había llegado a los primeros mil millones de hectáreas tratadas.  En 2008, al 
cumplirse 12 años del comienzo de la comercialización de los cultivos 
genéticamente modificados, se calculó un total de 800 millones de hectáreas 
tratadas por más de 13 millones de agricultores en 25 países, entre ellos 15 en vías 
de desarrollo.  Se proyecta para el 2015 que glifosato se usará en 40 países.  La 
visión anterior explica en buena parte el interés que suscita este ingrediente, la 
enorme y creciente cantidad de referencias por investigaciones realizadas con el 
mismo y la necesidad de continuar la ampliación y profundización del 
conocimiento acerca de este ingrediente y su comportamiento (ISAAA,. 2008).     
 
El presente trabajo comprende varios experimentos dirigidos a establecer cuál o 
cuáles de los mecanismos conocidos de resistencia a este herbicida ocurren en P. 
hysterophorus, maleza de innegable importancia en el agroecosistema vallecaucano, 
en particular en el área frutícola.  Para ello se hizo necesario en primer lugar, 
confirmar la presencia de biotipos resistentes a glifosato en la especie referida.  
Ello se logró con dos métodos diferentes a los utilizados por los autores que la 
reportaron inicialmente Alonso (2004) y Rosario (2005).  A partir de tal 
confirmación se procedió a establecer el papel  de los siguientes mecanismos de 
acción de glifosato en los dos biotipos (R vs. S): absorción, translocación, 
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acumulación en hojas diferentes a la tratada y en las raíces de las plantas, 
inhibición de la actividad de la enzima EPSPs proveniente de plantas de uno y 
otro biotipos y acumulación de ácido shikímico en discos de hojas provenientes a 
su vez de plantas R vs. S.  La comparación de estas variables entre los dos 
biotipos es necesaria puesto que la diferencia fenotípica entre ellos no puede 
apreciarse a simple vista.  
 
En todo caso, los índices de resistencia encontrados en este trabajo R/S = 1,8 y  
de 2,4 para los métodos de inmersión de hojas y de plántulas completas, 
respectivamente, son menores a los encontrados por Rosario (2005) R/S = 2,2 y 
3,7 con los métodos de evaluación visual de fitotoxicidad en el campo y 
aplicación tópica en plántulas en soluciones nutritivas.  Aunque los resultados 
con pruebas tradicionales se acercan más a los obtenidos en  experimentos de 
campo, el método de inmersión de hojas tomadas de plantas vivas en el campo 
permite evitar el proceso de recolectar semillas, someterlas a escarificación, 
germinación y cultivo hasta un estado particular de desarrollo.  Puede así 
desarrollarse un kit para la detección de biotipos resistentes a glifosato en la 
especie P. hysterophorus con un protocolo similar al que se propone en el Anexo 
3.11. 
 
La comparación entre absorción y translocación de glifosato en los dos biotipos 
considerados de P. hysterophorus  se realizó mediante la técnica de 14C glifosato, 
con  resultados similares  a los obtenidos por Rosario (2005), para quien la 
absorción en ambos biotipos fue equivalente  sin que permitieran atribuirle a este 
proceso la resistencia a glifosato.  Sin embargo en el presente trabajo, la cantidad 
de 14C glifosato absorbido por los dos biotipos 48 horas después de la aplicación 
fue cercano al 75% en comparación con el 50% encontrado por Rosario (2005).   
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En este trabajo, 96 horas después de la aplicación más del 80% del herbicida 
había permanecido en la hoja tratada y entre el 10 y el 15% se encontró  en el 
resto del tejido aéreo y las raíces, igual a lo informado por Monquero et al.  (2004) 
en otras especies.  No hubo diferencia en la absorción del 14Cglifosato por los 
dos biotipos, igual a  lo encontrado por otros investigadores como Feng (1999) 
quienes no hallaron diferencias en la absorción del glifosato entre especies 
susceptibles y resistentes.  En P. hysterophorus  la pérdida de eficacia del 
ingrediente en el biotipo resistente puede atribuirse a secuestración del mismo en 
un sitio metabólicamente inactivo (Duke, 1988).   
 
En el BR, los experimentos con glifosato radioactivo no mostraron migración 
reducida  lo que permite suponer que este mecanismo no es la causa de la 
resistencia de esta especie. Esta observación coincide con las realizadas en 
poblaciones de L. multiflorum por Simarmata et al. (2003) y Pérez et al.  (2004), 
quienes no hallaron diferencias entre plantas susceptibles y resistentes en los 
patrones de distribución de 14C glifosato.  
 
En el trabajo actual  se observó fitotoxicidad  en las márgenes foliares del BR, 
sólo a las cientocuarenta y cuatro horas después de la aplicación, lo cual sugiere 
una  posible compartimentalización  del glifosato, efecto informado (Nandula et 
al. (2008) en L. multiflorum.   Se confirma los propuesto Shanner (2009), quien 
asegura que la potencia del glifosato es debida a su excelente translocación a los 
tejidos meristemáticos de las plantas, donde la ruta del ácido shikímico se inhibe 
de manera irreversible.  Por lo que no es sorprendente que una reducción en la 
translocación en Parthenium sea un mecanismo importante de resistencia al 
glifosato. Cuando se descubra el mecanismo por el cual se reduce la translocación 
o la importación a organelos en donde actúa el herbicida, se podrá entender 
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mejor el movimiento del glifosato en las plantas. O una razón de la resistencia en 
plantas. 
 
En los experimentos realizados para evaluar metabolismo de glifosato en P. 
hysterophorus, después de 96 horas,  los niveles de ácido shikímico, S3P, glifosato y 
AMPA, no muestran que éste sea el mecanismo que usa la planta como 
resistencia al herbicida.  Esto confirma lo encontrado  por Duke y Powles (2008), 
quienes dicen que hasta hace muy pocos años no había suficiente documentación 
acerca de la degradación de glifosato a AMPA, a excepción de la que ocurre en 
soya GR, debido a una EPSPs  resistente por lo que  la planta puede metabolizar 
el herbicida.  Lo mismo que ocurrió en trabajos de  Monquero et al. (2004) 
quienes no detectaron metabolitos de glifosato en extractos de plantas  de I. 
grandifolia y A. hybridus, 72 horas después del tratamiento con glifosato.  En 
algunas especies de plantas el glifosato es metabolizado, mientras que en otras es 
detectado como molécula intacta.  Esta situación hace que este mecanismo sea 
estudiado con mayor énfasis trabajando con un mayor tiempo de translocación y 
de metabolización que los empleados en este estudio.  
 
En P. hysterophorus la acumulación de ácido shikímico en concentraciones 
significativamente mayores que el nivel base indican que los dos biotipos difieren, 
ya que aún cuando en ambos aumentan el contenido del ácido, el resistente lo 
hace en menor grado. El bloqueo de la enzima EPSPs sería el efecto del glifosato 
sobre  el biotipo resistente de esta especie, por lo que menos efecto del herbicida 
implicaría menos shikimato (comparando con trabajos con GR no se espera una 
acumulación de shikimato en una población resistente), los resultados indican 
que el mecanismo no es sólo una simple enzima insensible a glifosato (Mueller et 
al., 2003).  Porque se ha encontrado que diferentes niveles de ácido shikímico 
 154 
pueden reflejar diferencias en la función del tejido o pueden sugerir una lenta 
incorporación del ácido shikímico a los productos de la corriente floemática, sin 
embargo, no existen estudios sobre niveles endógenos de ácido shikímico en 
tejidos vegetativos o reproductivos. Los niveles de ácido shikímico encontrados 
en P. hysterophorus están en general de acuerdo con los encontrados en otras 
plantas sensibles a glifosato (Pline et al., 2002).   
 
Al cuantificar la enzima EPSPs en P. hysterophorus y examinar los resultados 
obtenidos,  se observa que ambos biotipos variaron con las concentraciones de 
glifosato, indicando que la resistencia estuvo asociada con sobre expresión de la 
enzima, y al analizar la I50, la actividad del  (BS) Isla fue menor que la de  Rioja 
(BR), lo que indica que el biotipo resistente expresa una EPSPs con sensibilidad 
reducida al glifosato.  De tal manera que el índice de resistencia de 8, 43,  significa  
que para inhibir la enzima blanco del glifosato en una población R de P. 
hysterophorus  se requiere una dosis de 8,43 veces mayor que la requerida por una 
población susceptible.  
 
Con los resultados obtenidos en el presente trabajo a  continuación se propone 
un modelo del mecanismo de resistencia a glifosato en P. hysterophorus (Figura 
6.1). 
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Figura 6.1. Modelo propuesto de mecanismos de resistencia para el BR 
Parthenium hysterophorus L. a glifosato 
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Un aspecto que ya ha ocurrido en el caso de resistencia de glifosato es la 
presencia de resistencia a dos grupos de herbicidas y como se conoce poco de  
los mecanismos de resistencia cruzada y cómo manejarla y vencerla , se asume 
que una enzima o un mecanismo que normalmente es inhibido por el herbicida 
se elude o no es funcional, o pueden ocurrir funciones oxidativas transformadas, 
monoxigenasas u otros mecanismos de detoxificación comunes a todos los 
herbicidas, que son más activas en los biotipos resistentes. En el caso de P. 
hysterophorus, la inhibición de la EPSPs por el glifosato es competitiva con 
respecto al sustrato, esto ha sido propuesto en arvenses resistentes a glifosato 
debido  a que la planta resistente no proporciona suficiente EPSPs para soportar 
la biosíntesis de los aminoácidos aromáticos bajo condiciones limitadas de PEP 
(Bradshaw et al., 1997). 
 
Se debe avanzar en la identificación de poblaciones de malezas resistentes a 
glifosato, para lo cual se debe evaluar la resistencia de las poblaciones mediante 
bioensayos, métodos fluorométricos o como la técnica de inmersión de hojas 
evaluada en este trabajo que es más sencilla y más rápida y que permitiría 
diferenciar rápidamente y con buena seguridad biotipos de P. hysterophorus 
susceptibles y resistentes a glifosato.  Sin importar que el nivel de resistencia 
encontrado se considere bajo,  pero tiene implicaciones prácticas pues confirma 
la inminencia de evolución de biotipos más resistentes dentro de la especie 
estudiada. Para esto, la validación del kit de detección propuesto será de gran 
utilidad práctica. 
 
De la misma manera, se recomienda hacer investigaciones con biología molecular 
para identificar si hay un cambio de prolina en la posición 106 en el biotipo 
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resistente o confirmar lo que se propone en este trabajo que lo que existe es 
sobre producción de enzima insensible.  
 
Otra recomendación es buscar indicios de resistencia cruzada con otros 
herbicidas. Y una vez haya confirmado la ocurrencia de poblaciones resistentes, 
no continuar utilizando el herbicida involucrado en el problema, excepto si se 
aplica en mezcla con otros herbicidas. 
 
En Colombia, el área agrícola total infestada de malezas resistentes a glifosato, es 
aún pequeña en comparación con otros países, pero se puede expander  
rápidamente de manera general, por lo que se requiere de la toma de conciencia 
de la resistencia  con el fin de evitar  problemas serios y permanentes.  Estos 
hechos hacen que sea importante evitar confusiones sobre la pérdida de la acción 
de un herbicida atribuida a resistencia ya que este puede ser debido a otros 
factores ya sean errores de aplicación o condiciones ambientales.  La acción 
preventiva para evitar la resistencia de las malezas a los herbicidas desde su 
desarrollo en el primer sitio de aparición, es la mejor estrategia. Es esencial en 
todos los casos de  resistencia, tener  otras clases o tipos de herbicidas 
disponibles, con modos o sitios de acción alternativos. Finalmente con la 
introducción de los cultivos GR, algodón, maíz y soya,  al país los productores 
juegan un papel primordial  al manejar de la mejor manera posible sus cultivos y 
las maleza y deben aprender de  las experiencias de Norte y Sur América para 
permitir  mas tiempo el uso del glifosato.  
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ANEXOS CAPITULO 3 
Pruebas preliminares 
Anexo 3.1. Experimento No 1. Porcentaje de daño  Rioja. Solvente agua, 108  horas 
glifosato mg L-1 Porcentaje de   Daño 
0 0 
300 6 
600 14 
1200 34 
2100 91 
Anexo 3.2. Experimento No 2. Porcentaje de daño de Rioja a diferentes tiempos de lectura. 
Agua 
Tiempo glifosato mg L-1 
Horas 0 100 300 600 1000 1500 2000 3000 
96 0 0 15,52 35 33,18 50,61 60,5 78 
120 0 0,8 29,49 57,46 63,73 33,92 40,48 63,79 
144 0 0 22,2 49,26 70,63 53,49 60,98 74,88 
168 11,42 21,9 41,63 42,53 65,79 86,79 76,38 75,46 
Anexo 3.3.. Experimento No. 3. Porcentaje de daño  Rioja e Isla a diferentes tiempos de lectura Agua 
Rioja 
Tiempo  glifosato mg L-1 
 Hrs 0 100 300 600 1000 1500 2000 3000 
72 0 32 40,67 43,19 46,36 51,42 74,10 42,95 
96 0 45,02 35,74 44,33 76,67 72,05 85,76 100 
120 5,77 34,94 30,79 52,48 46,04 100 79,98 100 
144 6,15 51,56 60,78 62,11 90,96 80,46 94,62 95,06 
192 0 13,98 44,05 53,11 56,08 76,13 73,51 98,82 
Isla         
  0 100 300 600 1000 1500 2000 3000 
72 13,58 0 66,44 53,44 53,49 72,68 63,22 54,67 
96 0,72 60,38 54,14 47,41 67,11 100 72,37 81,08 
120 30,32 71,98 37,98 83,75 74,70 75,77 76,07 85,39 
144 52,65 73,31 80,81 88,41 100 100 98,41 85,84 
192 26,53 26,27 67,54 78,62 96,67 92,20 100 100 
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Anexo 3.4. Experimento No. 4 Porcentaje de daño a dos tiempos de incubación. Fosfato de 
amonio 
Rioja 
Tiempo glifosato mg L-1 
Horas 0 100 300 600 1000 1500 2000 3000 
96 2,44 10,60 13,77 26,96 68,34 95,68 97,59 95,93 
144 4,21 12,18 16,54 26,37 80,27 98,35 97,99 98,36 
Isla         
96 3,90 2,15 10,74 76,30 96,17 95,56 75,66 98,62 
144 1,50 7,15 34,20 76,17 96,17 95,56 75,66 98,62 
Anexo 3.5. Experimento 5. Porcentaje de daño de tres biotipos. Fosfato de amonio.72  horas 
Biotipos glifosato mg L-1 
 0 100 300 600 1000 1500 2000 3000 
Rioja   1,75 0 5,88 2,28 23,15 25,78 100 100 
Isla  7,27 12,40 12,81 22,67 22,64 61,66 72,37 44,28 
Cerrito 0 10,87 13,86 19,83 29,67 44,24 44,44 52,94 
Anexo 3. 6.. Experimento No.6. Porcentaje de daño cuatro biotipos. Agua + Carrier. 72   
horas 
Biotipo glifosato mg L-1 
  0 100 300 600 1000 1500 2000 3000 
Rioja  10,03 9,18 4,65 5,95 28,35 15,73 24,80 42,81 
Isla vieja 11,89 37,15 60,72 45,09 48,63 69,27 90,71 94,59 
Isla nueva 11,89 37,15 60,72 45,09 48,63 69,27 90,71 90,71 
Cerrito  6,41 0 38,42 19,96 48,48 11,35 17,43 67,05 
Anexo 3.7.. Experimento No. 7 Porcentaje de daño cuatro biotipos agua + surfactante. 96 
horas 
Biotipos glifosato mg L-1 
  0 100 300 600 1000 1500 2000 3000 
Rioja vieja 0 1,5 0 0 2,51 2,06 22,27 90,26 
 Isla vieja 0 0 0 26,18 65,28 80,99 92,43 100 
Isla nueva 0 0 14,45 13,93 13,73 48,27 88,85 81,44 
Cerrito  28,81 22,53 9,06 0,61 80,18 85,1 88,27 100 
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Anexo 3.8. Experimento No.8 Porcentaje de daño.  Fosfato de amonio. 72 horas  
Biotipos glifosato mg L-1 
  0 100 300 600 1000 1500 2000 3000 
Rioja 0 28,76 66,67 62,67 26,33 26,41 21,16 27,49 
Isla 0 0 7,44 0 13,65 33,33 0 86,35 
 
Anexo 3.9.. Experimento No.9 Porcentaje de daño dos tiempos de incubación. Fosfato de 
amonio 
Horas glifosato mg L-1 
Rioja 0 100 300 600 1000 1500 2000 3000 
144 0 2,3 14,75 8,59 2,65 76,21 31,88 73,77 
168 0 0 5,29 8,95 13,74 19,52 65,61 92,43 
Isla                 
144 0 12,66 10,78 30,41 7,67 72,66 74,8 48,62 
168 0 0 55,11 65,99 43,97 59,42 71,41 65,1 
 
Anexo 3.10. Experimento No.10 Porcentaje de daño. Fosfato de amonio. 144 horas 
  glifosato dosis mg L-1 
Biotipo 0 100 300 600 1000 1500 2000 3000 
Rioja 0,28 13,13 13,88 36,72 83,15 86,3 99,31 94,13 
Isla 0,71 15,43 16,02 60,51 82,61 80,53 100 86,68 
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Anexo 3.11.  Propuesta de Kit de detección de biotipos resistentes (BR) de 
P. hysterophorus   
 
INTRODUCCIÓN  
 
Como resultado práctico del trabajo de investigación “Mecanismos de resistencia 
de Parthenium hysterophorus L. a glifosato del Valle del Cauca, Colombia” se 
propone elaborar un kit para la detección rápida de pérdida de susceptibilidad de 
poblaciones o biotipos de Parthenium hysterophorus L. a glifosato.    
 
Esta propuesta se basa en el hecho que la curva dosis-respuesta de las pruebas 
realizadas en hojas sumergidas en concentraciones crecientes de glifosato, 
correlacionan con las curvas obtenidas en los bioensayos en las que se tratan 
plántulas completas cultivadas en  soluciones nutritivas.  La primera presenta 
ventaja evidente en rapidez y economía.   
 
Se sugieren los siguientes pasos: 
Recolección de las muestras en el campo 
1. Identificar la población de P. hysterophorus en el campo (figura 1 Anexo 
3.11) y observar su distribución para el muestreo.  Es importante partir de 
que el campo ha tenido un manejo agronómico homogéneo.  Si la 
distribución de la maleza es general, se toman las muestras al azar 
recorriendo el campo en forma de X o de Z, similar a lo recomendado 
para la toma de muestras de suelo.  Pero si es en parches, se debe 
recolectar el material de varios de ellos.  Siempre debe evitarse tomar 
muestras de los bordes del campo.  De 40 plantas en estado vegetativo se 
recolectan las hojas en una bolsa plástica, tomando la última hoja 
totalmente expandida, que debe tener entre 2 y 4 cm de longitud.   Se 
preparan viales de vidrio de capacidad de 20 mL y se sigue el protocolo 
propuesto. 
 
Materiales del “Kit” 
 184 
Una pipeta de 10 mL  Solución 1. 100 mL fosfato de amonio 
dibásico pH 4,4 
40 viales de vidrio de 20 mL.   Solución 2: 350 mL glifosato preparado 
en fosfato de amonio dibásico, dosis 
discriminante 
Pinzas      Papel toalla 
Guantes y careta    Pipeteador 
Papel blanco y cinta pegante.  CD con el programa Compu Eye Leaf & 
Symptom Area 
   
a)                                                              b) 
Figura 1. Anexo 3.11 a) Plantas completas  de Parthenium hysterophorus.  Marcada 
última hoja totalmente expandida.  b) Ejemplo de frascos en donde se sumergen 
las hojas de P. hysterophorusen en glifosato 
 
Protocolo propuesto 
Para evaluar la-respuesta a glifosato de los biotipos a comparar del campo donde 
se sospecha que existe el biotipo R  y el del campo donde no se sospeche R, se 
debe seguir el siguiente protocolo: 
 
Cortar la última hoja totalmente expandida de cada planta con un tamaño entre 2 
y 4 cm de longitud 
1. Solución 1: fosfato de amonio dibásico 10 mM y ajustar el pH a 4,4.   
2. Solución 2: glifosato en fosfato de amonio dibásico. 100mg L-1  (Dosis 
discriminante) 
3. En 30 viales de vidrio de 20 mL, colocar 10 mL de la solución 2 y en 10 viales 
colocar 10 mL de la solución 1. 
a 
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4. Sumergir una  hoja en cada vial.  Taparlos para evitar la evaporación 
5. Colocarlos en cerca de una fuente de luz por 144 horas.  Observar la 
aparición de síntomas. 
6. Extraer las hojas y ponerlas a secar sobre papel toalla.  Debidamente 
identificadas, pegarlas sobre hojas blancas de papel. 
7.  Escanearlas y guardarlas en archivo bmp 24 bit. 
8. En Paint, hacer un archivo de imagen individual de cada hoja y guardarlo 
como bmp. 
9. Trabajar con el software "Compu Eye Leaf & Symptom Area", desarrollado 
por E.M. Bakr (2005), para medir área foliar y área dañada expresada en 
porcentaje. 
 
Evaluación de la respuesta al herbicida 
La evaluación de las hojas debe hacerse después de seis días.  Evaluar los testigos 
con regularidad: si los testigos se afectan la prueba pierde validez.  Practicar antes 
el uso del programa “Compu Eye Leaf & Symptom Area", con el fin de adquirir 
destreza en la comparación de los colores. Calcular el porcentaje de daño en 
comparación con los testigos. 
 
a)                                                             b) 
Figura 3. Anexo 3.11  a) Ejemplo de hojas individuales para escanear  y guardar 
en archivo Paint. Con extensión bpm.  b) Programa  Compu-eye, los puntos 
rojos muestran el  área dañada por glifosato. 
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Anexo 3.12. Análisis Estadísticos 
Análisis estadístico para Método de inmersión de hojas Porcentaje de Daño  
                                          NLIN PARA DANO           
                                      The NLIN Procedure 
                                     Dependent Variable MPTP 
                                        Method: Marquardt 
                                         Iterative Phase 
 
     Iter            D            C        I50_1        I50_2          B_1          B_2      Sum of 
Squares 
0 100.0            0   2500.0       1250.0       2.0000       3.0000       2320.7 
1 98.0077     -10.5383       2416.4       1170.6       3.3247       1.5428         774.5 
2      99.6138     -23.0186       2552.1       1303.0       4.2331       1.6463        330.8 
3 99.8301     -30.7698       2607. 5 1410.0        4.3612 1.5339        312.4 
4      99.7644     -31.8473       2614.9       1432.6       4.3850       1.5414        311.5 
5      99.7713     -32.1334       2617.6       1437.3       4.3834       1.5373        311.5 
6      99.7689     -32.1056       2617.3       1436.9       4.3849       1.5378        311.5 
7      99.7690     -32.1097       2617.4       1437.0       4.3849       1.5378        311.5 
8       99.7689     -32.1086       2617.4       1436.9       4.3850       1.5378        311.5 
NOTE: Convergence criterion met. 
Estimation Summary 
                                Method                   Marquardt 
                                Iterations                       8 
                                Subiterations                    8 
                                Average Subiterations            1 
                                R                         3.522E-6 
                                PPC(C)                    1.795E-6 
                                RPC(C)                    0.000035 
                                Object                    3.97E-10 
                                Objective                 311.5197 
                                Observations Read               20 
                                Observations Used               20 
                                Observations Missing             0 
ANOVA 
Source DF Suma de 
Cuadrados 
Cuadrado 
Medio 
Valor F Pr>F 
Modelo 5 21170.9 4234.2 190.29 <.0001 
Error 14 311.5 22.2514   
Total 
corregido 
19 21482.4    
NLIN PARA DANO 
The NLIN Procedure 
Approx 
Parameter Estimate Std Error Approximate 95% 
Confidence Limits 
 
D 99.7689        1.6601              96.2084        103.3 
C -32.1086       22.5981             -80.5766      16.3594 
I50_1 2617.4         245.1             2091.7           3143.0 
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I50_2 1436.9         373.1                636.7           2237.2 
B_1 4.3850        0.7951             2.6797           6.0902 
B_2 .5378        10.2725             0.9533           2.1223 
  
Approximate Correlation Matrix 
 D C                   I50_1               I50_2               B_1                  B_2 
D           1.0000000      -0.2919170       0.2031674       0.2118150      -0.4050537      -0.4314728 
C          -0.2919170       1.0000000      -0.9516486      -0.9803812       0.7426945       0.8829522 
I50_1       0.2031674      -0.9516486       1.0000000       0.9390465      -0.7333307      -0.8260865 
I50_2       0.2118150      -0.9803812       0.9390465       1.0000000      -0.7128185      -0.8644148 
B_1        -0.4050537       0.7426945      -0.7333307      -0.7128185       1.0000000       0.6915135 
B_2        -0.4314728       0.8829522      -0.8260865      -0.8644148       0.6915135       1.0000000 
 
 
Anexo 3.13. 
Análisis estadístico para prueba de plántulas completas                                     
NLIN PARA PESO FRESCO 
The NLIN Procedure 
Dependent Variable MPTF 
Method: Gauss-Newton 
Iterative Phase 
                                                                                       
Iter 
D C I50_1 I50_2 B_1 B_2 Sum of 
Squares 
        0        100.0            0 2500.0       1250.0       2.0000       3.0000      10483.8 
1 98.5646     -25.4758       2900.2       1365.6       1.2178       1.0387       3445.4 
2 98.9137      17.2523       1218.3        212.7       1.2343       1.2319       1403.1 
3 100.2       5.4033            973.0        361.1       1.1685       1.4957         229.1 
4 100.5       7.9047            850.6        361.8       1.2603       1.9055        152.4 
5 101.0       5.6858            891.1        371.5       1.2213       1.8432        148.6 
6 100.9       5.8998            889.6        371.1       1.2300       1.8668        148.5 
7 100.9       5.7953            891.0        371.5       1.2276       1.8591        148.5 
8 100.9       5.8276            890. 8       371.4       1.2284       1.8616        148.5 
9 100.9       5.8168            890.7        371.4       1.2282       1.8608        148.5 
10 100.9       5.8203           890.7        371.4       1.2282       1.8611        148.5 
11 100.9       5.8192           890.7         371.4       1.2281       1.8610        148.5 
12 100.9       5.8195           890.6        371.4       1.2282       1.8610        148.5 
NOTE: Convergence criterion met. 
                                       Estimation Summary 
                              Method                   Gauss-Newton 
                              Iterations                         12 
                              Subiterations                       4 
                              Average Subiterations        0.333333 
                              R                            9.292E-6 
                              PPC(C)                       0.000022 
                              RPC(C)                       0.000066 
                              Object                       5.34E-10 
                              Objective                    148.4839 
                              Observations Read                  20 
                              Observations Used                  12 
                              Observations Missing                8 
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ANOVA 
Fuente DF Suma de 
cuadrados 
Cuadrado 
Medio 
Valor F Pr>F 
Modelo 5 11942.5 2388.5 96.52 <.0001 
Error 6 148.5 24.7473   
Total 
corregido 
11 12091.0    
 
NLIN PARA PESO FRESCO 
The NLIN Procedure 
Approx 
 
                   
Parameter       
Estimate Std Error     Approximate 95% Confidence Limits 
D 100.9        3.2006      93.0928        108.8 
C  5.8195        7.2651     -11.9575      23.5966 
I50_1 890.7         154.4        512.8       1268.6 
I50_2 371.4       50.5274        247.7        495.0 
B_1 1.2282        0.2292       0.6673       1.7891 
B_2 1.8610        0.4407       0.7825       2.9395 
Approximate Correlation Matrix 
 D C I50_1 I50_2 B_1 B_2 
D           1.0000000      -0.2436252      -0.1779988      -0.1818747      -0.4712335      -0.4024104 
C -0.2436252       1.0000000      0.7306438      -0.7014888       0.4804219       0.7571548 
I50_1      -0.1779988      -0.7306438       1.0000000       0.6460515      -0.2927150      -0.4707246 
I50_2      -0.1818747      -0.7014888       0.6460515       1.0000000      -0.2041769      -0.3553103 
B_1        -0.4712335       0.4804219      -0.2927150      -0.2041769       1.0000000       0.4458199 
B_2        -0.4024104       0.7571548      -0.4707246      -0.3553103       0.4458199       1.0000000 
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ANEXOS CAPITULO 4. 
Anexo 4.1. Absorción de 14C glifosato por Rioja e Isla 
ABSORCION 
The Mixed Procedure 
Model Information 
Data Set                        WORK.C_14 
 Dependent Variable             ABS 
 Covariance Structure           Variance Components 
Estimation Method              REML 
Residual Variance Method       Profile 
Fixed Effects SE Method        Model-Based 
Degrees of Freedom Method     Containment 
 
Class Level Information 
Class    Levels     Values 
TRA           6     2 4 8 24 48 96 
        BIO           2       1 2 
                                  REP           3       1 2 3 
 
Dimensions 
Covariance Parameters              2 
Columns in X                       21 
Columns in Z                        6 
Subjects                            1 
Max Obs Per Subject               36 
Observations Used                  36 
Observations Not Used              0 
Total Observations                 36 
                                         
Iteration History 
                   Iteration    Evaluations    -2 Res Log Like       Criterion 
                           0              1              172.20563712 
                           1              1              172.18126694      0.00000000 
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Convergence criteria met. 
ABSORCION 
The Mixed Procedure 
Covariance Parameter 
Estimates 
Cov Parm         Estimate 
 REP(BIO)          0.9138 
Residual          43.2565 
Fit Statistics 
  -2 Res Log Likelihood            172.2 
AIC (smaller is better)           176.2 
AICC (smaller is better)          176.8 
BIC (smaller is better)           175.8 
                                   
Type 3 Tests of Fixed Effects 
Num     Den 
Effect          DF                               
DF     
F Value     Pr > F 
 
BIO 1 4        5.47     0.0796NS 
TRA 5       20        43.44     <.0001** 
TRA*BIO 5       20 0.87     0.5182NS 
                                       Least Squares Means 
Effect TRA BIO Estimate Standard       
Error 
DF t Value Pr > |t| 
TRA*BIO      2 1        34.1103       3.8371       20  8.89       <.0001 
TRA*BIO      2 2        44.5240       3.8371       20  11.60       <.0001 
TRA*BIO      4 1        41.7520       3.8371       20 10.88       <.0001 
TRA*BIO      4  2        51.7643       3.8371       20  13.49       <.0001 
TRA*BIO      8 1        55.1057       3.8371       20 14.36       <.0001 
TRA*BIO      8 2 54.7260        3.8371       20 14.26        <.0001 
TRA*BIO     24 1 56.0413       3.8371       20 14.61       <.0001 
TRA*BIO     24 2 60.2327       3.8371       20 15.70       <.0001 
TRA*BIO     48 1        74.3930       3.8371       20 19.39       <.0001 
TRA*BIO     48 2        83.1430       3.8371       20 21.67       <.0001 
TRA*BIO     96 1 84.2977       3.8371       20  21.97       <.0001 
TRA*BIO     96 2 83.9533       3.8371       20  21.88       <.0001 
       
            
                                  
 
 
Tests of Effect Slices 
Num     Den 
                    
Effect      TRA     BIO       DF DF         F Value     Pr > F 
 
TRA*BIO            1 5             20 25.06     <.0001 
TRA*BIO            2 5      20       19.26     <.0001 
TRA*BIO            2  1 20       3.68     0.0694 
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TRA*BIO            4  1 20       3.40     0.0799 
TRA*BIO            8  1 20       0.00     0.9449 
TRA*BIO            24  1 20       0.60     0.4489 
TRA*BIO            48  1 20       2.60     0.1225 
TRA*BIO            96  1 20       0.00     0.9500 
 
 
 
Anexo 4.2 Translocación de 14C glifosato por Rioja e Isla 
 
TRASLOCACION 
The Mixed Procedure 
 
Model Information 
 
Data Set                        WORK.C_14 
Dependent Variable             TRAS 
Covariance Structure           Variance Components 
Estimation Method              REML 
Residual Variance Method       Profile 
Fixed Effects SE Method        Model-Based 
Degrees of Freedom Method     Containment 
 
Class Level Information 
Class Levels Values 
TRA            6   2 4 8 24 48 96 
 BIO            2 1 2 
REP 3 1 2 3 
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Dimensions 
Covariance Parameters               2 
Columns in X                        21 
Columns in Z                         6 
Subjects                             1 
Max Obs Per Subject                36 
Observations Used                   36 
Observations Not Used               0 
Total Observations                  36 
 
Iteration History 
                   Iteration    Evaluations    -2 Res Log Like       Criterion 
                           0              1        118.66756302 
                           1              1        118.66756302      0.00000000 
                                     Convergence criteria met. 
 
TRASLOCACION 
The Mixed Procedure 
Covariance Parameter 
Cov Parm       Estimate 
REP(BIO)             0 
Residual         4.7460 
 
Fit Statistics 
 
 -2 Res Log Likelihood              118.7 
AIC (smaller is better)            120.7 
AICC (smaller is better)           120.8 
BIC (smaller is better)            120.5 
Type 3 Tests of Fixed Effects 
Effect    DF DF F Value     Pr > F 
BIO     1   4 7.90     0.0483 
TRA 5 20 16.43     <.0001** 
TRA*BIO          5 20 4.19     0.0091** 
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Least Squares Means 
Standard 
Effect      TRA     BIO     Estimate       Error       DF    t Value     Pr > |t| 
TRA*BIO      2      1         4.4390       1.2578       20        3.53       0.0021 
TRA*BIO      2 2            5.7870       1.2578       20 4.60       0.0002 
TRA*BIO      4 1          9.7873       1.2578       20        7.78       <.0001 
TRA*BIO                 4      2 5.0790       1.2578       20       4.04       0.0006 
TRA*BIO      8 1         8.4683       1.2578       20        6.73       <.0001 
TRA*BIO      8      2         9.8587       1.2578       20       7.84       <.0001 
TRA*BIO     24 1         7.6837       1.2578       20        6.11       <.0001 
TRA*BIO     24      2          8.7370       1.2578       20        6.95       <.0001 
TRA*BIO     48      1        15.6657       1.2578       20       12.46       <.0001 
TRA*BIO     48 2        10.0257       1.2578       20 7.97       <.0001 
TRA*BIO     96                1        17.6900       1.2578       20       14.06       <.0001 
TRA*BIO     96     2        11.9987       1.2578       20        9.54       <.0001 
 
 
Tests of Effect Slices 
Num     Den 
    Effect      TRA BIO          DF       DF     F Value     Pr > F 
TRA*BIO             1 5       20 16.13 <.0001 
TRA*BIO             2          5       20 4.49 0.0066 
TRA*BIO      2  1   20        0.57 0.4574NS 
TRA*BIO      4  1       20 7.01 0.0155* 
TRA*BIO      8   1       20 0.61 0.4436NS 
TRA*BIO     24  1       20 0.35 0.5604NS 
TRA*BIO     48  1       20       10.05 0.0048** 
TRA*BIO     96  1       20       10.24 0.0045** 
 
Anexo 4.3 Transporte al resto de la planta de 14C glifosato en Rioja e Isla 
 
                                         TRASPORTE AEREO           
                                       The Mixed Procedure 
                                        Model Information 
                      Data Set                     WORK.C_14 
                      Dependent Variable           TRAA 
                      Covariance Structure         Variance Components 
                      Estimation Method            REML 
                      Residual Variance Method     Profile 
                      Fixed Effects SE Method      Prasad-Rao-Jeske- 
                                                   Kackar-Harville 
                      Degrees of Freedom Method    Kenward-Roger 
Class Level Information 
                        Class    Levels    Values 
                        TRA           6    2 4 8 24 48 96 
                        BIO           2    1 2 
                        REP           3    1 2 3 
                                           Dimensions 
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                               Covariance Parameters              2 
                               Columns in X                      21 
                               Columns in Z                       6 
                               Subjects                              1 
                               Max Obs Per Subject                36 
                               Observations Used                 36 
                               Observations Not Used              0 
                               Total Observations                   36 
                                         
Iteration History 
                   Iteration    Evaluations    -2 Res Log Like       Criterion 
                           0              1             101.65889237 
                           1              1             101.65889237        0.00000000 
                                    Convergence criteria met. 
 
TRASPORTE AEREO 
The Mixed Procedure 
Covariance Parameter 
Estimates 
Cov Parm     Estimate 
 REP(BIO)            0 
Residual       2.3364 
Fit Statistics 
 
                              -2 Res Log Likelihood            101.7 
                              AIC (smaller is better)          103.7 
                              AICC (smaller is better)        103.8 
                              BIC (smaller is better)          103.5 
                                   
 
Type 3 Tests of Fixed Effects 
Effect DF DF F Value Pr > F 
 BIO                      1 24 10.60     0.0034** 
TRA                     5 24        9.67     <.0001** 
TRA*BIO            5 24        5.10     0.0025** 
Least Squares Means 
Standard 
 
Effect TRA BIO Estimate Error DF t Value Pr > |t| 
TRA*BIO      2 1         3.6650       0.8825       24 4.15       0.0004 
TRA*BIO      2 2           4.0957       0.8825       24        4.64       0.0001 
TRA*BIO      4 1 8.7617       0.8825       24 9.93       <.0001 
TRA*BIO      4 2 4.0657       0.8825       24 4.61       0.0001 
TRA*BIO      8 1 7.3173       0.8825       24 8.29       <.0001 
TRA*BIO      8 2 8.2887       0.8825       24 9.39       <.0001 
TRA*BIO      24 1 3.0943       0.8825       24 3.51       0.0018 
TRA*BIO      24 2 3.9047       0.8825       24 4.42       0.0002 
TRA*BIO      48 1 8.1693       0.8825       24 9.26       <.0001 
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TRA*BIO      48 2 5.9330       0.8825       24 6.72       <.0001 
TRA*BIO      96 1 10.5130       0.8825       24 11.91       <.0001 
TRA*BIO      96 2 5.2813       0.8825       24 5.98       <.0001 
 
Tests of Effect Slices 
Num     Den 
                    
Effect      
TRA BIO       DF       DF       F Value     Pr > F 
 
TRA*BIO             1   5       24       11.11     <.0001 
TRA*BIO             2 5 24 3.66     0.0133 
TRA*BIO            2  1       24 0.12     0.7330NS 
TRA*BIO            4  1   24 14.16     0.0010** 
TRA*BIO            8  1   24 0.61     0.4440NS 
TRA*BIO            24  1   24 0.42     0.5223NS 
TRA*BIO            48  1   24 3.21     0.0858** 
TRA*BIO            96  1 24 17.57     0.0003** 
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Anexo 4.4 Transporte a la raiz de 14C glifosato e Rioja e Isla 
 
                                          TRASPORTE RAIZ           
                                       The Mixed Procedure 
                                        Model Information 
                      Data Set                     WORK.C_14 
                      Dependent Variable           TRAR 
                      Covariance Structure         Variance Components 
                      Estimation Method            REML 
                      Residual Variance Method     Profile 
                      Fixed Effects SE Method      Prasad-Rao-Jeske- 
                                                   Kackar-Harville 
                      Degrees of Freedom Method    Kenward-Roger 
                                     Class Level Information 
 
                        Class     Levels     Values 
                        TRA            6      2 4 8 24 48 96 
                        BIO            2      1 2 
                        REP             3      1 2 3 
 
                                           Dimensions 
                               Covariance Parameters              2 
                               Columns in X                      21 
                               Columns in Z                       6 
                               Subjects                            1 
                               Max Obs Per Subject               36 
                               Observations Used                 36 
                               Observations Not Used              0 
                               Total Observations                36 
       
                                  Iteration History 
                   Iteration    Evaluations    -2 Res Log Like       Criterion 
                           0              1         94.71334043 
                           1              1         94.47198920       0.00000000 
                                    
 
Convergence criteria met. 
                                       The Mixed Procedure 
                                      Covariance Parameter 
                                            Estimates 
                                      Cov Parm      Estimate 
                                      REP(BIO)        0.1199 
                                      Residual         1.6294 
 
Fit Statistics 
                              -2 Res Log Likelihood             94.5 
                              AIC (smaller is better)           98.5 
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                              AICC (smaller is better)          99.0 
                              BIC (smaller is better)           98.1 
 
Type 3 Tests of Fixed Effects 
Num     Den 
Effect DF DF F Value Pr > F 
BIO 1 4 0.56 0.4953NS 
TRA 5 20 25.40 <.0001** 
TRA*BIO          5 20 2.21 0.0939NS 
 
Least Squares Means 
Standard 
            
Effect TRA        BIO     Estimate        Error       DF    t Value     Pr > |t| 
TRA*BIO      2 1 0.7737       0.7636     23.4        1.01       0.3213 
TRA*BIO      2 2 1.6910       0.7636     23.4        2.21       0.0368 
TRA*BIO      4 1 1.0257       0.7636     23.4        1.34       0.1921 
TRA*BIO      4 2 1.0133       0.7636     23.4        1.33       0.1973 
TRA*BIO      8 1 1.1513       0.7636     23.4        1.51       0.1450 
TRA*BIO      8 2 1.5697       0.7636     23.4        2.06       0.0511 
TRA*BIO      24 1 4.5897       0.7636     23.4        6.01       <.0001 
TRA*BIO      24 2 4.8323       0.7636     23.4        6.33       <.0001 
TRA*BIO      48 1 7.4963       0.7636 23.4        9.82       <.0001 
TRA*BIO      48 2 4.0927       0.7636     23.4        5.36       <.0001 
TRA*BIO      96 1 7.1767       0.7636     23.4        9.40       <.0001 
TRA*BIO      96 2 6.7173       0.7636     23.4        8.80       <.0001 
            
 
                                   
Tests of Effect Slices 
Num     Den 
                    
Effect TRA BIO DF DF  F Value     Pr > F 
TRA*BIO            1 5 20 18.23     <.0001 
TRA*BIO            2 5       20 9.38     0.0001 
TRA*BIO            2  1 23.4 0.72     0.4042 
TRA*BIO            4  1 23.4 0.00     0.9910 
TRA*BIO            8  1 23.4 0.15     0.7020 
TRA*BIO            24  1 23.4 0.05     0.8242 
TRA*BIO            48  1 23.4 9.93     0.0044 
TRA*BIO            96  1 23.4 0.18     0.6745 
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Anexo 4.5 Metabolismo de glifosato 
Ácido Shikímico 
Rioja Shikimate (ug/gDW) 
Time (hr) mean serr 
2 6,0 1,2 
4 7,7 0,4 
8 12,4 2,0 
24 3,2 1,6 
48 14,5 1,8 
96 1,4 1,4 
Isla Shikimate (ug/gDW) 
Time (hr) mean serr 
2 7,3 1,9 
4 7,8 1,1 
8 8,6 0,8 
24 20,2 4,8 
48 17,7 3,0 
96 59,7 26,9 
 
 
 
Shikimato 3-Fosfato 
Rioja S3P (ug/gDW) 
Time (hr) mean serr 
2 ND ND 
4 ND ND 
8 ND ND 
24 ND ND 
48 0,2 ND 
96 0,3 ND 
Isla S3P (ug/gDW) 
Time (hr) mean serr 
2 1,3 1,3 
4 0,1 ND 
8 0,1 0,1 
24 0,4 ND 
48 ND ND 
96 ND ND 
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Glifosato µg g-1 Peso seco 
Rioja Glyphosate 
(ug/gDW) 
Time (hr) mean serr 
2 500,9 93,5 
4 372,6 21,2 
8 328,8 18,1 
24 281,8 7,4 
48 292,8 9,5 
96 237,9 39,8 
Isla Glyphosate (ug/gDW) 
Time (hr) mean serr 
2 350,9 35,0 
4 306,6 23,1 
8 289,1 9,4 
24 295,7 16,0 
48 291,3 11,9 
96 260,0 32,8 
 
 
Glifosato total µg 
Rioja Glyphosate (total 
ug) 
  mean serr 
2 253,6 41,5 
4 220,3 34,2 
8 126,0 23,5 
24 169,0 38,9 
48 146,1 9,8 
96 110,6 15,4 
 
Isla Glyphosate (total ug) 
  mean serr 
2 102,5 37,4 
4 110,1 14,9 
8 114,3 20,4 
24 83,9 8,1 
48 120,4 22,0 
96 99,1 18,8 
 200 
AMPA µg g-1 Peso seco 
Rioja AMPA (ug/gDW) 
Time (hr) mean serr 
2 3,17 0,55 
4 2,34 0,15 
8 2,15 0,08 
24 2,65 0,88 
48 2,05 0,31 
96 1,37 0,29 
 
Isla AMPA (ug/gDW) 
Time (hr) mean serr 
2 1,68 0,15 
4 1,98 0,03 
8 1,86 0,07 
24 1,81 0,14 
48 1,46 0,35 
96 1,35 0,11 
 
ANEXOS CAPÍTULO 5 
Anexo 5.1  Análisis  estadístico para Ácido shikímico                                         
ACIDO SHIKIMIC0 
                                        The GLM Procedure 
                                     Class Level Information 
                              Class         Levels    Values 
                              TRA                4    1 10 100 1000 
                              BIO                2    1 2 
                                   Number of observations    24 
                                         ACIDO SHIKIMIC0           
 
                                        The GLM Procedure 
Dependent Variable: AS 
 
ANOVA     
Source                       DF          Sum of 
Squares 
Mean 
Square     
    F Value     Pr > F 
 
Model                       7  24331106.62       3475872.37     1447.28     <.0001 
 
Error                        16       38426.63          2401.66 
 
  
Corrected 
Total              
23      24369533.25 
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R-Square     Coeff Var      Root MSE       AS Mean 
                        0.998423      3.709911      49.00678        1320.969 
Source DF        Type I SS      Mean Square                               
F Value     
Pr > F 
 
TRA                           3 20566797.56       6855599.19     2854.52     <.0001 
BIO                           1 2966445.00       2966445.00     1235.16     <.0001 
TRA*BIO                       3 797864.06        265954.69      110.74         <.0001 
 
   
     Source                       DF Type III SS      Mean Square         F Value     Pr > F 
 
     TRA                           3   20566797.56       6855599.19     2854.52        <.0001 
 
BIO 1 2966445.00       2966445.00     1235.16     <.0001 
ACIDO SHIKIMIC0 
The GLM Procedure 
Least Squares Means 
LSMEAN 
TRA                                  BIO        AS LSMEAN       Number 
 
1 1 24.02400            1 
1 2 266.74000            2 
10 1 213.10533            3 
10 2 1383.95600            4 
100 1 1300.85000            5 
100      2 2225.22600            6 
1000 1 2339.61500            7 
1000     2 2814.23700            8 
 
Least Squares Means for effect TRA*BIO 
                               Pr > |t| for H0: LSMean(i)=LSMean(j) 
 
                                      Dependent Variable: AS i/j           
 
i/j         Bio 1  
Tr 1 
  Bio2 
Tr 1           
Bio 1Tr 
10  
Bio 2 
Tr 10           
Bio 1 
Tr 100 
Bio 2 
Tr 100 
Bio 1 
Tr 1000 
Bio 2 
Tr 1000 
Bio 1  
Tr 1 
  <.0001          0.0002 <.0001      <.0001    <.0001   <.0001      <.0001 
Bio 2 Tr 1           <.0001                 0.1988      <.0001      <.0001      <.0001      <.0001      <.0001 
Bio 1 Tr 
10 
0.0002      0.1988                 <.0001      <.0001      <.0001      <.0001      <.0001 
Bio 2 
Tr 10           
<.0001      <.0001      <.0001                  0.0543      <.0001      <.0001      <.0001 
Bio 1 
Tr 100 
<.0001      <.0001      <.0001      0.0543                 <.0001      <.0001      <.0001 
Bio 2 
Tr 100 
<.0001      <.0001      <.0001      <.0001      <.0001                  0.0114      <.0001 
Bio 1 
Tr 1000 
<.0001      <.0001      <.0001      <.0001      <.0001      0.0114                 <.0001 
Bio 2 
Tr 1000 
<.0001      <.0001      <.0001      <.0001      <.0001      <.0001      <.0001  
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ANEXO 5. 2.  Análisis estadístico para la inhibición enzimática 
 NLIN PARA ENZIMAS 
The NLIN Procedure 
Dependent Variable MPT 
Method: Marquardt 
Iterative Phase 
Iter D C I50_1        I50_2          B_1          B_2      Sum of 
Squares 
0 100.0            0 2500.0       1250.0       2.0000       3.0000      46724.4 
1 84.6539     -39.1162       1020.2       1061.8       0.3795      -0.3365      29720.7 
2 86.0022     -20.7542        516.0       1262.6       0.3648          0.0751      10284.1 
3 87.9542     -20.7056        308.1       2111.9       0.3875       0.0335       5687.6 
4 88.3742     -21.9627        298.9        910.3       0.3955       0.0439       5315.2 
5 88.8816     -23.5496        290.2        397.8       0.4040       0.0601       4773.9 
6 89.5069     -25.5211        282.9        191.8       0.4123       0.0854       4013.6 
7 90.2968     -27.8634        277.8        108.7       0.4194       0.1215       3060.1 
8 91.2902     -30.4195        275.3      73.0775       0.4238       0.1671       2075.6 
9 95.6576     -37.4962        284.1      11.0984       0.3945       0.2942       1336.7 
10 99.7503     -32.4896        197.2      20.7162       0.3646       0.3361        366.6 
11 99.7908     -27.6110        160.2      19.3195       0.3775       0.3599        341.7 
12 99.7406     -26.9774        159.2      18.8560       0.3796       0.3643        341.3 
13 99.7385     -27.0405        159.7      18.9327       0.3794       0.3642        341.3 
14 99.7376     -27.0280        159.6      18.9217       0.3795       0.3643        341.3 
15 99.7377     27.0301        -159.6      18.9237       0.3795       0.3643        341.3 
                  NOTE: Convergence criterion met. 
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Estimation Summary 
 
                                Method                   Marquardt 
                                Iterations                        15 
                                Subiterations                    17 
                                Average Subiterations      1.133333 
                                R                            5.52E-6 
                                PPC(I50_2)                  0.000018 
                                RPC(I50_2)                  0.000104 
                                Object                      8.46E-10 
                                Objective                   341.3094 
                                Observations Read                16 
                                Observations Used                16 
                                Observations Missing                0 
 
NLIN PARA ENZIMAS 
 
                                        The NLIN Procedure 
Source DF Sum of 
Squares 
Mean 
Square 
Approx F 
Value 
Pr > F 
Model 5 17112.5       3422.5      100.28     <.0001 
Error                      10   341.3          34.1309   
Corrected 
Total            
15      17453.8    
                                                                                                       
Parameter       Estimate Std Error     Approxi 95% ApproxConfidence 
Limits 
D                99.7377        3.9004      91.0470        108.4 
C 27.0301       -21.6324     -75.2304      21.1703 
I50_1              159.6         152.2       179.5        -498.6 
I50_2            18.9237       20.6090     -26.9964      64.8437 
B_1               0.3795        0.0790       0.2035       0.5555 
B_2               0.3643        0.0874       0.1694       0.5591 
Approximate Correlation Matrix 
 D C I50_1 I50_2 B_1 B_2 
D 1.0000000     -0.2942543      0.1154081     0.1039047    -0.5429133      -0.4401502 
C -0.2942543      1.0000000     -0.9517331    -0.9573969     0.7091381       0.8782542 
I50_1      0.1154081     -0.9517331      1.0000000     0.9432373    -0.6658529      -0.8031084 
I50_2      0.1039047     -0.9573969      0.9432373     1.0000000    -0.6138593      -0.7862805 
B_1       -0.5429133      0.7091381     -0.6658529    -0.6138593     1.0000000       0.6893005 
 
 
